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Um dos principais problemas com que a sociedade actual se depara é o aumento da prevalência 
de microrganismos resistentes a antibióticos, levando ao crescimento do número de infecções 
nosocomiais.  
As Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETAR) foram pensadas para o tratamento de 
efluentes domésticos. No entanto, actualmente, as ETAR recebem efluentes de uma panóplia de 
actividades, contribuindo para o aparecimento de microrganismos patogénicos resistentes nas 
águas residuais. 
O objectivo do presente trabalho foi o isolamento de bactérias potencialmente patogénicas, 
nomeadamente E. coli, S. aureus, S. enterica, P. aeruginosa e K. pneumoniae, no efluente final 
de quatro ETAR da zona norte de Portugal (adiante designadas F, C, T, V por questões de 
confidencialidade), e avaliar alguns factores de virulência, como a sua capacidade de formação 
de biofilme e a susceptibilidade a diferentes classes de antibióticos. 
Os dados obtidos mostraram que todas as bactérias em estudo foram detectadas no efluente 
final das quatro ETAR, sendo, em todas elas, a quantidade inicial de microrganismos máxima 
para E. coli e mínima para S. aureus. Foi na ETAR C que se verificou menor quantidade inicial de 
microrganismos. 
Relativamente à capacidade de formação de biofilme, esta variou entre bactérias e entre ETAR, 
para a mesma bactéria. De forma geral, as bactérias isoladas da ETAR V foram aquelas que 
apresentaram menor capacidade de formação de biofilme, mas perfis de resistência aos 
antibióticos mais elevados. Na ETAR F, a capacidade de formação de biofilme das bactérias 
isoladas foi quase sempre superior à observada nos microrganismos das outras ETAR. No 
entanto, foi nesta ETAR que as bactérias se revelaram mais sensíveis aos antibióticos testados. 
Estes resultados permitem concluir que a virulência das bactérias depende da água residual de 
onde foram isoladas, não se observando nenhum padrão nas várias ETAR analisadas. É ainda 
possível concluir que os processos utilizados nas ETAR não estão a ser eficazes na remoção de 
bactérias patogénicas. 
Palavras-chave: Estação de Tratamento de Águas Residuais, bactérias patogénicas, 






Nowadays the increased prevalence of antibiotic resistance is one of the main problems faced by 
health professionals, consequently dealing with the expansion of nosocomial infections in 
hospitals and other health institutions. 
Wastewater Treatment Plants (WWTP) aim at the treatment of residual waters ensuring the 
preservation of the environment and ultimately, human health. Nevertheless, they also receive 
residual water from health institutions and research centres that can significantly contribute to 
the presence of pathogenic and resistant microorganisms in the sewage. 
The aim of this study was the isolation of potential pathogenic bacteria (E. coli, S. aureus, S. 
enterica, P. aeruginosa and K. pneumoniae) from the final effluent of four WWTP (named as F, C, 
T, V) in the north of Portugal to subsequently evaluate some known virulence factors, such as 
their ability as biofilm formers and their susceptibility to different antibiotics. 
The amount of E. coli surpassed all the other species and S. aureus was the less frequent, 
considering all samples.  The lowest microbial initial quantities were verified in WWTP C. 
The ability of biofilm formation depended on the species considered, but also on the sampled 
WWTP. Most isolated bacteria, in V WWTP, revealed the lowest capacity to form biofilms, but they 
clearly had the highest antibiotic resistance profiles. On the other hand, in F WWTP, biofilm 
formation was greater for all isolates but showed significant sensitivity to the tested antibiotics. 
Interestingly, it can be concluded that some species showed particular responses independently 
from the sampling plant. The data obtained also highlight that procedures used for waste water 
treatment are not effective in the removal of pathogenic bacteria. 
 
Keywords: wastewater treatment plant, pathogenic bacteria, biofilm formation, 
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“A mensagem neste Dia Mundial da Saúde é muito clara. O mundo está perto de perder as suas 
curas milagrosas … na ausência de acções correctivas e projectivas urgentes, o mundo caminha 
para uma era pós-antibiótica, qual muitas infecções que hoje são comuns, deixarão de ter cura e 
irão, mais uma vez, matar sem esmorecer”. São estas as palavras de Margaret Chan, directora-
geral da Organização Mundial de Saúde (OMS) num comunicado divulgado nas comemorações 
do Dia Mundial da Saúde que decorreram no dia 7 de Abril de 2011 sob o tema “Combater a 
Resistência aos Antibióticos”. Também neste dia foi divulgado, pela mesma organização, um 
conjunto de princípios a tomar para promover uma diminuição da prevalência de 
microrganismos resistentes. Ainda segundo a directora-geral desta organização, há indícios de 
que a próxima crise global será a perda de medicamentos fundamentais que, até à data, se 
tinham mostrado eficazes no seu princípio mas aos quais já se verifica certa resistência 
específica por parte de determinados microrganismos [1]. 
 A descoberta de genes resistentes a antimicrobianos em gelo congelado há 30 mil anos, 
segundo um estudo realizado na Universidade de McMaster no Canadá, vai contra o 
denominado senso comum. No entanto, vem destacar o facto de esta característica ser um 
fenómeno natural presente já no genoma dos microrganismos. Desta forma, pensa-se que a 
existência de genes resistentes data, pelo menos, desta altura [2, 3]. Não obstante, é desde a 
descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928, que a problemática ligada à 
resistência bacteriana aos antimicrobianos tem sido estudada e, cada vez mais, de forma 
crescente. A primeira bactéria isolada com resistência foi em 1946, apenas seis anos após a 
utilização comum de antibióticos. Este facto não surpreendeu Fleming, uma vez que ele próprio 
tinha advertido que poder-se-ia desencadear um processo de resistência e que a utilização 
destes antimicrobianos deveria ser feita de forma restrita. A utilização incorrecta dos antibióticos 
não se verifica apenas em áreas como a medicina humana, mas também em áreas mais 
abrangentes como a medicina veterinária e a agricultura. A ideia de que estes fármacos teriam 
propriedades prodigiosas rapidamente se propagou, pois infecções patológicas que, antes da era 
antibiótica, eram fatais, passaram a ter uma cura disponível com a sua simples administração, o 
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que levou a que fosse atribuído a esta classe de fármacos um carácter miraculoso. Não 
obstante, a sua utilização de forma irresponsável e até abusiva levou ao aumento da existência 
de microrganismos incapazes de responder ao propósito para o qual os antibióticos foram 
desenvolvidos [2, 4-6]. 
 Com Maxwell Finland, que durante mais de 30 anos estudou a sensibilidade das 
bactérias isoladas em pacientes do Boston City Hospital, conseguiu-se muita da actual 
compreensão dos problemas das resistências bacterianas adquiridas. Este investigador 
constatou que, antes do ano de 1946, aproximadamente 85 % das estirpes de Staphylococcus 
aureus isoladas no local eram extremamente sensíveis aos fármacos e que, das restantes 15 %, 
nenhuma era altamente resistente. Já em 1952, a maioria dos microrganismos era bastante 
resistente, valor que culminou, em 1958, nos 80 % de microrganismos resistentes. A 
propagação destes microrganismos para a comunidade extra-hospitalar foi mais morosa; não 
obstante, a partir de 1967, registou-se o seu incremento e a sua prevalência tornou-se 
semelhante à encontrada dentro do hospital da cidade. Com o decorrer do tempo, vários 
fármacos foram sendo criados para ultrapassar a resistência aos antibióticos e, por volta de 
1959 surgiu a meticilina, uma penicilina semi-sintética que, ao contrário da penicilina G usada 
até à data, não era destruída pelos estafilococos resistentes. Assim, devido a este fármaco, 
durante cerca de duas décadas não foram relatados casos de infecções por S. aureus 
resistentes. No entanto, aproximadamente em 1975, e maioritariamente em doentes 
toxicodependentes com endocardites por injecções venosas, começaram a ser isoladas estirpes 
de S. aureus resistentes à meticilina. Durante as décadas de 80 e 90, a resistência aos 
antibióticos generalizou-se pelo mundo todo. Actualmente, os estafilococos resistentes à 
meticilina (MRSA, do inglês Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) têm uma prevalência 
baixa, embora existam casos de surtos epidémicos em hospitais, que obrigam a medidas 
drásticas por parte das organizações de forma a evitar a sua dispersão [7]. 
Estudos recentes, no Centro de Biotecnologia Farmacêutica da Universidade de Illinois, 
em Chicago, e através de análises bioquímicas, conseguiram identificar algumas das ligações 
que as bactérias podem tomar na presença do antibiótico desencadeando assim a produção dos 
seus genes de resistência para conseguir a sua sobrevivência [8].  
Sabe-se que, para que haja o efeito correcto de um antibiótico, este tem de se ligar a um 
local específico da bactéria para que possa intervir metabolicamente e assim tentar a sua 
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destruição. Deste modo, estes microrganismos desencadeiam processos de resistência para que 
possam sobreviver. Tem então sido analisada a sensibilidade bacteriana aos antibióticos 
considerando quer a resistência natural e intrínseca do microrganismo, quer a resistência 
adquirida após a introdução do antimicrobiano por mutação ou por transferência de genes de 
resistência [5,6].  
As amostras recolhidas do nosso meio circundante têm sido uma fonte proficiente de 
microrganismos com aplicabilidade necessária na área médica, na área farmacêutica e na área 
industrial. Não obstante, outros microrganismos são patogénicos para o Homem e para o seu 
meio envolvente. Para que haja um menor impacto na saúde pública é necessário adoptar 
estratagemas que levem à sua prevenção e ao controlo da sua transmissão e da disseminação 
das doenças infecciosas provocadas por esses microrganismos patogénicos, sendo também 
necessária a célere e eficaz detecção dos mesmos. Torna-se, desta forma, igualmente relevante 
a quantificação e o controlo da libertação para o ambiente dos microrganismos geneticamente 
modificados para que se possa controlar os riscos inerentes para a população [9]. 
1.2. Objectivos 
 
Neste trabalho pretendeu-se fazer o isolamento de bactérias potencialmente patogénicas 
presentes no efluente final de quatro ETAR do norte de Portugal (ETAR C, ETAR T, ETAR F e 
ETAR V). Do leque de bactérias potencialmente patogénicas, seleccionaram-se as espécies 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica e 
Pseudomonas aeruginosa devido à sua relevância em termos clínicos e à conveniência por 
existirem no laboratório os meios de isolamento destas espécies. Após o seu isolamento 
presuntivo, recorrendo a meios de cultura, procedeu-se à análise da capacidade de formação de 
biofilme por parte das bactérias de cada ETAR e, por último, avaliou-se o perfil de 
susceptibilidade destas a determinados antibióticos. 
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1.3. Organização da dissertação  
 
A presente dissertação está organizada em 5 capítulos de forma a organizar o trabalho 
desenvolvido no decorrer desta investigação.  
No primeiro capítulo, enquadra-se o tema de trabalho, apresentando-se todo o contexto, 
os objectivos gerais e a organização da dissertação. 
No segundo capítulo, referente aos fundamentos teóricos, faz-se a introdução aos 
agentes patogénicos a isolar, bem como a apresentação do conceito de biofilme. De forma 
sucinta realça-se os tratamentos efectuados nas Estações de Tratamento de Águas Residuais e, 
é feito também neste capítulo, a apresentação teórica de alguns antibióticos. 
 No terceiro capítulo, referem-se os materiais e métodos necessários durante a execução 
do trabalho experimental. Esta apresentação é feita de forma concisa. 
 Já no capítulo quatro apresentam-se os resultados obtidos. É também neste capítulo que 
se faz o seu relacionamento e a sua discussão. Avalia-se nesta fase a capacidade de formação 
de biofilme que os diferentes isolados apresentaram, bem como os perfis de susceptibilidade 
aos antibióticos que foram verificados. 
 Por fim, no quinto capítulo, faz-se a síntese das conclusões principais que podem ser 
retiradas do trabalho experimental realizado no âmbito desta dissertação. 
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2. Fundamentos teóricos 
2.1. Microrganismos 
 
Não existe, na actualidade, nenhuma forma inequívoca de se conseguir isolar 
eficazmente para detecção e identificação os microrganismos em determinada amostra 
ambiental. Como exemplo, tem-se a enorme diversidade de microrganismos presentes em 
apenas um grama de solo, que se considera ser de cerca de 104 espécies microbianas 
diferentes, o que inviabiliza muitos dos processos. Como em vários casos, os microrganismos de 
solo vivem em condições ambientais difíceis de reproduzir em laboratório, consequentemente a 
maioria destes não cresce nos meios de cultura actualmente existentes. Por outro lado, noutras 
circunstâncias, a quantidade de microrganismos em determinadas amostras pode ser bastante 
reduzida, especialmente de microrganismos hipoteticamente patogénicos, o que dificulta o seu 
isolamento e detecção microscópica [9]. 
Deste modo, todas as análises têm sido efectuadas directamente no seu habitat natural, 
para que haja um correcto isolamento, identificação e quantificação. Assim, comparando a 
percentagem de bactérias cultiváveis com o número total de células presentes em determinadas 
amostras no meio ambiente, elaborou-se a Tabela 1 a partir de dados publicados. 
 
Tabela 1. Culturabilidade das células dos diferentes habitats (adaptado de [9]) 
Habitat Culturabilidade (% em CFU) 
Água do mar 0.001 – 0.1 
Água fresca 0.25 
Lago mesotrópico 0.1 – 1 
Águas estuarinas não poluídas 0.1 – 3 
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2.1.1. Staphylococcus aureus 
 
De origem etimológica grega, o género Staphylococcus pertence à família 
Micrococcaceae, significando morfologicamente cocos em forma de cacho (designado pela 
primeira vez em 1883, por Sir Alexander Ogston, na Escócia, através da observação de pus 
formado num abcesso). Estas bactérias subsistem em contacto com a espécie humana, não 
obstante, este género de microrganismos inclui também alguns patogénicos, como é o caso da 
espécie Staphylococcus aureus – Figura 1. Trata-se de uma das bactérias mais frequentes na 
prática clínica, nomeadamente nos hospitais americanos em que, a cada ano, cerca de 500.000 
pacientes contraem uma infecção provocada por estafilococos [9-11]. 
 
              Figura 1. Representação microscópica de S. aureus [12] 
Esta espécie gram-positiva, normalmente apresentando-se sob a forma de cocos 
agrupados em clusters, com cápsula polissacarídea (que não se revela quando a bactéria é 
cultivada in vitro), não esporulada e é anaeróbia facultativa. São microrganismos com um 
diâmetro compreendido entre os 0.5 μm e os 1.5 μm.  
De entre as várias enzimas produzidas, a coagulase é a mais relevante pois apenas a 
espécie patogénica S. aureus a produz. Assim, as outras espécies são coagulase negativas. É 
também catalase positiva, o que distingue os estafilococos dos enterococos e dos estreptococos. 
Tem parede celular constituída por peptidoglicano, proteína A e ácidos teicóicos, e é limitada 
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interiormente pela membrana citoplasmática e exteriormente pela cápsula. Estes 
microrganismos têm a capacidade de crescer em meios com elevada concentração de cloreto de 
sódio (10%) e em gama de temperaturas substancialmente alargada, entre 18o e 40 oC. 
Produzem, ainda, ácidos através da degradação da glucose, em aerobiose e em anaerobiose [9, 
13]. 
Este género é de fácil cultivo pois é pouco exigente a nível nutritivo. No entanto, e como 
já referido, uma vez que tolera concentrações elevadas de cloreto de sódio, é comum haver a 
incorporação deste sal nos meios de cultura como factor selectivo de crescimento deste 
microrganismo. É costume a obtenção de colónias de 2 a 3 mm após 24 h de incubação a 37 
oC, com cores a variar do laranja, branco, amarelo e, mais comummente, um tom de dourado. 
São geralmente colónias brilhantes, opacas e lisas [9]. 
As infecções provocadas por este microrganismo são diversas, variando quer no tipo de 
infecção quer na gravidade que apresentam. Das cerca de 30 espécies diferentes encontradas 
para este género, duas são descritas como patogénicas primárias frequentes (S. aureus e S. 
saprophyticus), sendo outras distinguidas como oportunistas frequentes (S. epidermidis, S. 
hominis, S. haemolyticus, entre outras). Estas bactérias vivem em comensalismo e mutualismo 
com o hospedeiro e, só em casos específicos, é que se tornam patogénicas. Estes 
microrganismos encontram-se predominantemente na mucosa nasal e tal facto explica que 20 a 
40 % da população saudável possui S. aureus e S. epidermidis nestas mucosas. Já no corpo 
clínico ou em pacientes internados, estes valores ascendem os 60 %. Deste modo, é facilmente 
compreensível que esta bactéria seja a responsável por grande parte das infecções hospitalares, 
bem como da comunidade. Conhecem-se, até ao momento, 33 tipos de estafilococos, em que a 
espécie S. epidermidis é a mais comum na nossa pele e a espécie S. aureus a mais virulenta [9, 
10]. 
As infecções por estafilococos são resultado da invasão e lesão de tecidos pela bactéria 
ou, então, como consequência da actividade das suas toxinas e enzimas. Podem ser infecções 
endógenas em que, através da pele, do nariz ou de um ferimento (por mais diminuto que seja, 
por exemplo, a mordida de um insecto), os estafilococos entram na corrente sanguínea. Por 
outro lado, pode-se provocar a infecção de forma exógena em que há a transmissão de um 
portador para outro. Esta contaminação pode ser feita de forma directa ou de forma indirecta, 
através de objectos comuns ou por via aérea ou ingestão. O meio de contaminação, e até de 
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transmissão, mais comum em infecções hospitalares causados por esta bactéria é exógeno [9, 
10].  
Como factores primordiais de virulência, podem considerar-se a produção de toxinas, a 
produção de enzimas e outros factores considerados mais gerais, como a constituição da 
cápsula, da parede celular ou a produção de antigénios proteicos. 
As toxinas compreendem: as hemolisinas com acção hemolítica, leucocida, letal e 
dermonecrótica (α, β, γ e δ); uma leucocidina que é responsável pela acção lítica para com os 
leucócitos; as exfoliatinas (toxinas epidermolíticas) A e B causadoras da Síndrome da pele 
escaldada; e, ainda, sete enterotoxinas termoestáveis, que são as responsáveis pelas 
intoxicações alimentares estafilocócicas (A, B, C, D, E, G e H).  
Quanto às enzimas, a mais relevante como factor de virulência é a coagulase. Esta 
enzima tem a capacidade de induzir a coagulação do plasma e consequente formação de um 
trombo de fibrina a isolar a bactéria e, assim, impedir que haja a fagocitose da mesma. Destaca-
se, ainda, a existência das lipases que, ao realizar a hidrólise dos lípidos, são relevantes para a 
invasão da pele e do tecido celular subcutâneo [9]. 
Há ainda, como referido, outros factores de virulência de carácter mais generalizado, 
como é o caso da cápsula, da parede celular e dos antigénios proteicos p13 e p17. A primeira 
promove a inibição da opsonização e da fagocitose da bactéria. No caso da parede celular, 
salientando a sua estrutura, tem-se que o mucopéptido impede a fagocitose e a quimiotaxia e a 
proteína A, a opsonização e a fagocitose. Por fim, as proteínas p13 e p17, que estudos recentes 
indicam sempre a sua existência quando se trata de isolamentos de estirpes patológicas, têm 
igual importância uma vez que quando se verifica a sua inexistência através de variações 
antigénicas, constata-se, consequentemente, uma diminuição da sua virulência [9]. 
As infecções provocadas por esta bactéria estão por vezes relacionadas com cateteres 
ou com próteses. Não obstante, também são muitas as infecções causadas por S. aureus em 
resultado da invasão dos tecidos ou pela acção das toxinas da bactéria. Sendo a causa o 
primeiro caso, pode então ser fomentado um furúnculo, cellulitis folliculitis, abcessos (Figura 2), 
impetigo (das infecções de pele mais comummente causada, mas que pode ser também 
provocada por Streptococcus pyogenes), hordéolo, mastite puerperal ou ainda haver a infecção 
de feridas causadas por trauma ou por cirurgia. Ao ocorrer este tipo de invasão, poder-se-á 
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verificar a disseminação da mesma pela circulação sanguínea, levando à existência de infecções 
nos tecidos vizinhos ou, ainda, o desencadear de infecções mais graves noutros órgãos, como é 
o caso das osteomielites (infecção nos ossos), endocardites (infecção nas válvulas cardíacas), 
pneumonias, artrites, empiemas, pielonefrites, meningites, septicemias e bacteremias [9, 10, 
14]. 
 
   Figura 2. Abcesso cutâneo causado pela bactéria S. aureus resistente à meticilina [15] 
 
Presentemente, no Reino Unido, apenas 2 % de todos os isolados de S. aureus são 
sensíveis à penicilina, um dado similar ao que se retrata no resto do mundo devido à 
penicilinase (uma forma de beta-lactamase). Assim, penicilinas resistentes às beta-lactamases 
(como a meticilina, a oxacilina, a cloxacilina e a flucloxacilina) foram desenvolvidas para a 
terapêutica desta espécie e continuam a ser utilizadas como seu tratamento. A meticilina foi, em 
1959, o primeiro fármaco antimicrobiano a ser utilizado para a inibição desta bactéria mas, logo 
dois anos depois, na Inglaterra, foi identificado o primeiro caso de S. aureus resistente a este 
antimicrobiano [14]. 
 
2.1.2. Escherichia coli 
 
A família Enterobacteriaceae é constituída por microrganismos gram-negativos bastante 
dispersos na natureza, estando presentes quer nas águas, quer nos solos. Com características 
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comuns, como a produção de catalase e a capacidade de fermentar a glicose, alguns são 
constituintes da flora humana, estabelecendo certas funções benéficas a este, como a produção 
da vitamina k2. Outros há que são responsáveis por causar doenças nos mamíferos, 
nomeadamente Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, 
Morganella, Providencia e Yersinia. Assim, estes microrganismos provocam infecções que se 
distinguem por ter uma elevada mortalidade, pois a terapia antibiótica para estes 
microrganismos é bastante problemática já que há uma elevada resistência destas estirpes aos 
principais grupos de antibacterianos. De entre os diferentes géneros desta família, merece 
especial destaque o género Escherichia (Figura 3). Este género tem como espécies comuns a 
espécie coli, fergudonii, hermanii, vulneris e blattae, no entanto, é a espécie E. coli que merece 
especial destaque pois é a que tem maior importância a nível hospitalar. Esta é responsável por 
gastroenterites e dor abdominal, infecções urinárias, pneumonias, abcessos, septicemias, entre 
outros tipos de infecções. A adesão desta bactéria ao uroepitélio, primeiro estádio da patogenia 
das infecções urinárias, pode levar à invasão do tracto urinário baixo e/ou superior, mesmo que 
não haja lesão nem instrumentação cirúrgica. Apesar de esta espécie estar presente na flora 
intestinal humana, pode causar, como referido, problemas entéricos ao Homem. A espécie E. 
coli é produtora de indol, lisina descarboxílase, ornitina descarboxilase e fermenta a lactose. 
Trata-se de uma bactéria encapsulada com 0.5 a 2 μm de diâmetro e 2 a 4 μm de 
comprimento. Não é produtora de esporos e é anaeróbia facultativa [9, 16-18]. 
 
Figura 3. Escherichia coli [19] 
As estirpes E. coli enterotoxígenas produzem diferentes tipos de enterotoxinas, 
excretadas através das suas fímbrias que ao aderirem vão causar a sua libertação. Deste modo, 
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quando libertadas, as toxinas provocam um aumento intracelular do cAMP no enterócito, levando 
a que haja uma alteração da permeabilidade membranar citoplasmática. Com esta alteração, há 
perda de água e electrólitos para o lúmen intestinal. Este tipo de estirpes são as que provocam a 
patologia comummente designada por diarreia do viajante, uma diarreia inflamatória [9, 16]. 
Por outro lado, as estirpes de E. coli enteroinvasivas têm a capacidade de invadir o 
epitélio do cólon e destrui-lo. Esta irá provocar uma diarreia abrupta após a dor abdominal e com 
a presença de sangue e leucócitos [9, 17].  
Existem ainda as estirpes E. coli enteropatogénicas que aderem à membrana 
citoplasmática do enterócito levando, assim, a um contacto entre esta membrana e a bactéria. 
Esta estirpe é a responsável pela denominada diarreia do recém-nascido. Neste tipo de doentes, 
este microrganismo pode causar bacteremia e meningite, em especial nos prematuros [9, 16]. 
Por último, pode-se salientar, ainda, a existência da estirpe E.coli enterohemorrágica, 
produtora de uma verotoxina, e que pode desencadear colites hemorrágicas, diarreias não 
sanguinolentas e Síndrome hemolítico-urémico, uma doença que destrói os glóbulos vermelhos e 
as plaquetas e causa falência renal. Esta diminuição das plaquetas pode ainda levar a problemas 
de sangramentos no paciente [8, 16, 17]. 
 
2.1.3. Klebsiella pneumoniae 
 
Entre outras enterobactérias, o género Klebsiella tem grande destaque, evidenciando-se 
cinco espécies: K. oxytoca, K. planticola, K. terrígena, K. mobilis e K. pneumoniae. Esta última 
espécie subdivide-se em três subespécies, e K. pneumoniae pneumoniae, K. pneumoniae 
ozaenae e K. pneumoniae rhinoscleromatis, sendo a subsespécie K. pneumoniae pneumoniae a 
mais importante. Apresenta uma cápsula polissacarídea que a protege da fagocitose dos 
granulócitos, da acção dos fármacos bactericidas e proporciona-lhe ainda capacidade de adesão 
[20]. 
K. pneumoniae é também uma das espécies mais frequentemente detectadas nas 
infecções humanas. É uma bactéria gram-negativa imóvel e anaeróbia facultativa. Em forma de 
bastonete, com cerca de 2 μm por 5 μm, produz urease, lisina descarboxilase, fermenta a 
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lactose e é oxidase negativa. Este microrganismo pode provocar, de forma rara, pneumonia, 
facto este descoberto em 1882 por Friedlander C. Uber. Esta patologia, apesar de rara, é grave, 
afectando primordialmente as pessoas diabéticas e as que dependem do consumo de álcool. 
Há, ainda, outras patologias associadas a esta bactéria, como as infecções no trato urinário, as 
septicemias e as infecções dos tecidos moles. Quando em pacientes imunocomprometidos, 
estas doenças podem levar à morte do doente [9, 16, 21]. 
Klebsiella pneumoniae (Figura 4) é comummente encontrada no tracto gastrointestinal e 
na zona nasofaríngica, sendo um dos meios da sua disseminação as mãos do corpo clínico 
hospitalar. O seu habitat não é só restrito a zonas do corpo humano, podendo ser ainda 
encontrada de forma ubiquitária no meio ambiente, nomeadamente, em águas, esgotos e no 
solo. A sua patogenicidade é devido à fina camada, de cerca de 160 nm, de fibras que a 
encapsula e que são projectadas para fora da membrana para que se dê a invasão [21-23]. 
 
 




Nos EUA, na última década, houve aproximadamente entre 1 e 3 milhões de infecções 
por Salmonella que, consequentemente, tem representado cerca de 500 mortes por ano [25].  
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Este microrganismo (Figura 5), de dimensões 0.5 a 0.7 μm por 1 a 3 μm, é não 
formador de esporos, gram-negativo e tem a sua mobilidade a cargo de flagelos periféricos 
(excepção feita às espécies não móveis S. aallinarum e S. pullorum). São agentes bacterianos 
anaeróbios facultativos, fermentadores da glucose e, usualmente, não fermentadores de lactose 
nem de sacarose, sendo ainda oxidase negativos e catalase positivos. A sua designação tem sido 
bastante discutida uma vez que se tem proposto a existência de uma única espécie, Salmonella 
enterica. Não obstante, continua a existir a utilização da designação através do serótipo como 
sendo esse o nome da espécie; já se identificaram mais de 2200 serótipos diferentes. Com base 
na especificidade preferencial do hospedeiro, bactérias do género Salmonella podem estar 
adaptadas ao homem, como é o caso de S. typhi e de S. paratyphi; adaptadas a determinada 
espécie animal, como é o caso de S. cholerae, S. pullorum, e S. gallinarum; ou, ainda, não estar 
adaptadas a nenhum hospedeiro em particular, como é o caso de mais de 1800 serótipos de S. 
enteritidis. Deste modo, a designação da Salmonella é baseada na caracterização da estrutura 
antigénica das estirpes, designadamente dos antigénios O (parte sacarídica do LPS), antigénios 
H (flagelos) e antigénios de superfície Vi. Desta forma, consegue-se compreender que este 
microrganismo é primeiramente, quando suspeito, estudado bioquimicamente e, seguidamente, 
faz-se o seu estudo ao nível dos antigénios [9, 26]. 
 
Figura 5. Género Salmonella [27] 
Em termos bioquímicos, a maioria dos serótipos de Salmonella são urease e indol 
negativos. São microrganismos produtores de H2S, característica que permite a sua separação 
durante os processos de isolamento e facilita a identificação [9]. 
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Para que haja patologia provocada por esta bactéria é necessário que haja, na maioria 
dos casos (cerca de 95 %), a ingestão do microrganismo, geralmente através do consumo de 
alimentos com contaminação fecal. Os alimentos potencialmente mais susceptíveis de estarem 
contaminados com Salmonella são: o leite, o queijo, os ovos, os cereais, os gelados, as verduras, 
o chocolate e a carne fresca (principalmente as carnes de aves). Para que haja uma prevenção 
adequada é necessária a utilização de um processamento específico dos alimentos 
contaminados, sendo também precisas precauções higiénicas, como a higiene das mãos dos 
profissionais que manuseiam directamente os alimentos pois estes são uma das principais 
fontes de contaminação cruzada [9, 25, 26].  
Para que haja infecção é necessário haver ingestão de alimentos contaminados. Apesar 
da maioria das bactérias se tornarem inviáveis ao chegarem ao estômago, devido ao pH, as que 
resistem conseguem atingir o intestino delgado. Nesta fase, podem ser totalmente removidas por 
este e assim não se desenvolver infecção. No entanto, novamente, as que conseguem escapar a 
estes mecanismos antibacterianos e que conseguem colonizar o intestino, podem ser excretadas 
assintomaticamente nas fezes ou, então, desencadearem gastroenterites agudas, febres 
entéricas ou bacteremias, cólicas abdominais e febre, podendo causar, em alguns casos, fortes 
diarreias com a existência de leucócitos e, casualmente, com eritrócitos. Estas patologias que, 
como referido, têm consequentemente associado um estado febril, levam à perda de água e de 
electrólitos e a uma consequente desidratação, sendo necessária por vezes a administração 
intravenosa de fluidos para que haja o seu combate. Estes sintomas são de algum modo 
comuns a outras infecções gastrointestinais, surgindo entre 12 a 72 horas após a ingestão do 
alimento que se encontrava contaminado, e durando entre 5 e 7 dias sem tratamento, caso o 
paciente não fique seriamente desidratado ou a infecção não se generalize. Geralmente os 
pacientes afectados têm total recuperação, contudo alguns casos mais raros mantêm sequelas, 
especificamente irritações no olhos, um urinar penoso e dores nas articulações, denominando-se 
de Síndrome de Reiter e durando de meses a anos e que, em determinados casos, pode 
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2.1.5. Pseudomonas aeruginosa 
 
De entre as várias bactérias que podem estar presentes em massas de água, encontra-
se a Pseudomonas aeruginosa (Figura 6) pertencente ao género Pseudomonas que, por sua vez, 
está incluída na família Pseudomonadaceae. Este grupo inclui bactérias gram-negativas em 
forma de bastonetes rectos ou ligeiramente curvos, móveis, com flagelos polares, estritamente 
aeróbios, não formadores de esporos e com dimensões de 0.5 a 1.0 μm por 1.5 a 4.0 μm. O 
género Pseudomonas compreende bactérias que crescem a 37oC podendo, no entanto, 
desenvolver-se em gamas de temperaturas entre 5 e 42 oC. É possível isolar estas bactérias quer 
na água (doce e salgada), quer no solo, em esgotos, em alimentos, em plantas, no ar, em 
animais e ainda em amostras de origem humana. Contudo, é na água que esta tem maior 
capacidade de permanecer viável, não necessitando de grandes requisitos nutricionais. É 
deveras alarmante a possibilidade destas bactérias conseguirem também estar presentes em 
águas minerais naturais e engarrafadas pois têm capacidade de adesão a superfícies sólidas, 
característica que lhes permite ainda colonizar tubagens de arrefecimento e distribuição de 
águas e sistemas de circulação do leite. É possível encontrar, ainda, estas bactérias nas lamas 
activadas das estações de tratamento de águas residuais. Em hospitais, esta bactéria pode ser 
encontrada em reservatórios com desinfectantes, dispositivos de respiração assistida ou 
dispositivos de diálise [9, 29].  
 
Figura 6. Pseudomonas aeruginosa [30] 
Com o passar do tempo e da crescente investigação constatou-se que havia bastante 
heterogeneidade dentro do género Pseudomonas, tendo-se dividido este género em 5 grupos 
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com homologia quanto ao rRNA. Assim, no grupo I incluem-se espécies pigmentadas e não 
pigmentadas. As primeiras são designadas de Pseudomonas fluorescentes, designação dada por 
terem a capacidade de produzir um pigmento solúvel em água e que, sob radiação UV, é 
fluorescente. Já as não fluorescentes deste grupo não apresentam esta característica. É no 
grupo I, nas espécies pigmentadas, que se inclui a Pseudomonas aeruginosa. Esta destaca-se 
das do seu grupo devido ao seu elevado teor Guanina - Citosina (67 %). Pode ser isolada da água 
ou dos solos, sendo uma espécie saprófita, no entanto, por vezes adopta um carácter patogénico 
oportunista. Esta espécie produz, como referido, pigmentação fluorescente (piocianina), que se 
trata de um pigmento fluorescente azul. Há ainda casos em que determinadas estirpes 
produzem um pigmento fluorescente verde-amarelado (pioverdina) que, em associação com a 
piocianina, irá conceder aos meios de cultura onde se insere uma coloração fluorescente de cor 
verde. Esta é uma bactéria que cresce até aos 42 oC e tem requisitos nutricionais 
caracteristicamente simples, crescendo ainda a um pH próximo da neutralidade. A espécie 
Pseudomonas aeruginosa é, tal como as restantes do mesmo género, bastante adaptável e 
simples a nível nutricional, sendo a sua versatilidade metabólica muito elevada em que algumas 
espécies são capazes de utilizar mais de 100 compostos orgânicos como fontes de carbono e 
energia [9]. 
Esta bactéria pode causar infecções fatais resultantes de infecções locais, ou 
simplesmente colonizar a pele ou o trato urinário de pacientes completamente assintomáticos. O 
factor mais determinante para ocorrer a exposição a Pseudomonas e consequente colonização é 
o tipo de hospedeiro que esta coloniza e infecta. Outros factores, como as vias de infecção 
(como sequência de um ferimento por queimadura, por exemplo, ou uma lesão cirurgicamente 
provocada) e a presença de corpos estranhos, como cateteres ou dispositivos protésicos, 
também influenciam quer o tipo, quer a severidade da patologia após a colonização do 
microrganismo [31]. 
Para que se possa fazer distinção entre as restantes bactérias entéricas e as do género 
Pseudomonas é necessário a realização de testes que evidenciem a não formação de gás 
através da glucose, a não formação de ácido através da glucose em situações de anaerobiose e, 
ainda, um resultado positivo, na sua maioria, quando realizado o teste da oxidase, entre outros 
testes que podem ser efectuados e utilizados para esta diferenciação. É, ainda, de referir que 
são bactérias catalase positivas, indol-negativas e vermelho de metilo-negativas [9]. 
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De elevada relevância apresenta-se a quantidade de pares de bases que a bactéria do 
género Pseudomonas de espécie aeruginosa tem (5900 x 103 pb). Muitas espécies de 
Pseudomonas apresentam um ou mais plasmídeos, conferindo-lhes deste modo um carácter de 
resistência aos antibióticos (nomeadamente à carbenicilina, ao cloranfenicol, à gentamicina, à 
canamicina, à estreptomicina, à tetraciclina, à sulfonamida, entre outros), uma resistência a 
outras agressões, nomeadamente ambientais, químicas e físicas (por exemplo, resistência ao 
cromato, ao cádmio, ao chumbo, ao mercúrio e à radiação UV), resistência a outras bactérias e 
a determinadas capacidades catabólicas [9]. 
Nem todas são espécies patogénicas para os seres humanos, mas a espécie 
Pseudomonas aeruginosa é uma das que se enquadra nesta categoria devido à sua 
patogenicidade e à sua resistência a determinados agentes antimicrobianos, sendo considerados 
fármacos antipseudomonais alguns aminoglicosídeos, fluoroquinolonas (ciprofloxacina) e alguns 
beta-lactâmicos (derivados de penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos e monobactâmicos). 
Esta bactéria pode causar uma variedade de infecções em pessoas saudáveis e 
imunologicamente estáveis, como infecções na pele (Figura 7), nos tecidos moles e no ouvido 
externo. Em pessoas saudáveis, raramente uma infecção por Pseudomonas nos pulmões ou no 
sangue, por exemplo, é severa ou até fatal. Pode ocorrer, ainda que ocasionalmente, 
bacteremias por Pseudomonas em crianças saudáveis. Pode também haver o caso da existência 
de infecções oculares provocadas por Pseudomonas, incluindo a blepharoconjunctivitis, úlceras 
corneanas ou abcessos e cellulitis oribital, podendo estas prevalecer quer em adultos quer em 
crianças saudáveis. Esta bactéria oportunista provoca infecções em pacientes que já estejam 
predispostos, como é o caso de doentes com doenças hematológicas, malignas, e metabólicas 
(Figura 8), doentes cateterizados, com traqueotomia, punção lombar, ou ainda sujeitos a 
terapêutica recorrendo a imunosupressores, corticosteróides, antibióticos ou radiação. Este 
agente patogénico tem a capacidade de contaminar lesões cirúrgicas (é exemplo o caso de 
infecções agudas localizadas nos olhos em doentes que sofreram uma lesão da córnea ou após 
cirurgia ocular) e lesões provocadas por queimaduras. P. aeruginosa está ainda na origem de 
infecções respiratórias crónicas em doentes que padeçam de fibrose cística. É de salientar que 
as úlceras corneanas devidas a Pseudomonas podem também estar associadas a pacientes 
ditos saudáveis, mas que usem lentes de contacto [9, 31]. 
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Figura 7. Infecção na pele provocada por bactérias do género Pseudomonas [32] 
 
Figura 8. Infecção provocada por Pseudomonas numa úlcera diabética [33] 
 
Apesar de P. aeruginosa ser um agente oportunista, uma vez estabelecida a ligação 
torna-se numa das espécies oportunistas com carácter mais virulento. Esta virulência é 
conseguida através da excreção das toxinas, das proteases e das hemolisinas que este 
microrganismo possui e que têm a capacidade de lesionar os tecidos do hospedeiro, penetrar e 
assim danificar as suas defesas. Um outro factor de virulência sintetizado por determinadas 
estirpes de P. aeruginosa é o polissacarídeo extracelular, que favorece a persistência destes 
microrganismos nos pulmões dos pacientes que sofrem de fibrose cística [9]. 
Os efeitos adversos que podem advir de uma infecção provocada por este 
microrganismo são dependentes da existência ou não de estirpes resistentes aos agentes 
antimicrobianos [9]. 
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Em suma, como se pode facilmente constatar, as bactérias acima descritas provocam 
infecções que, quando em casos de má terapêutica ou em casos de pacientes 
imunocomprometidos, apresentam uma certa mortalidade. Na Tabela 2 mostra-se a mortalidade 
de determinados agentes microbianos quando provocam infecções a nível sanguíneo. 
Tabela 2. Rácio de mortalidade em infecções sanguíneas provocadas por determinadas bactérias (adaptado de [34]) 
Microrganismo Rácio de mortalidade (%) 
E. coli 24 
K. pneumoniae 27 




Estas bactérias emergem como sendo bactérias presentes nas águas, potenciadoras de 
problemas devastadores a nível hospitalar, que conseguem colonizar ambientes húmidos, 
contaminando águas esterilizadas, soro fisiológico, ventiladores e ainda material médico que 
esteja mal seco [9]. 
 
2.2. Estação de Tratamento de Águas Residuais 
 
As Estações de Tratamento de Águas Residuais (ETAR) têm como função crucial a 
redução da carga ambiental das águas residuais provenientes do uso doméstico e/ou industrial. 
Nestas estações de tratamento as águas passam por vários tratamentos: pré-tratamento, 
tratamento primário, tratamento secundário e tratamento terciário. 
 Na fase de pré-tratamento, de forma sucinta, há a passagem do esgoto por alguns 
processos mais grosseiros de separação de sólidos o que faz com que fique preparado para as 
fases de tratamento que se seguem. Após esta etapa, as características poluidoras da água 
continuam praticamente inalteradas. Posteriormente, na fase de tratamento primário, dá-se a 
separação da matéria poluente através da sedimentação nos sedimentadores primários. No 
término desta fase a matéria poluente que persiste na água é de reduzidas dimensões e é 
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normalmente constituída por uma mistura coloidal. De seguida, o tratamento secundário 
consiste num processo biológico onde a matéria poluente/orgânica presente nesta mistura 
coloidal é consumida por microrganismos presentes em reactores (normalmente constituídos por 
tanques com uma grande quantidade de microrganismos e sendo assim necessário promover o 
seu arejamento). Esta fase de tratamento pode atingir uma eficácia de 95% ou mais, 
dependendo da ETAR. Por último, procede-se ao tratamento terciário. Nesta fase há a 
desinfecção das águas residuais já tratadas para que haja a remoção dos microrganismos 
patogénicos ou, em alguns casos, a remoção de determinados nutrientes (nomeadamente azoto 
e fósforo que podem potenciar a eutrofização das águas receptoras). Após esta fase, a água 
residual já tratada está preparada para ser depositada nas massas de água natural [35-37]. 
 A redução da carga microbiana, após os tratamentos a que as águas residuais são 
sujeitas, tem sido estudada em alguns projectos. Num estudo realizado por Santos et al (2010), 
na ETAR da Guia, em Portugal, a componente microbiológica entre 1997 e 2009 não teve 
grandes oscilações. Em média, durante este período, verificou-se uma quantidade de 1.05 x 107 
CFU de coliformes fecais por cada 100 mL de água residual já tratada. Por sua vez, para a E. 
coli quantificou-se 7.31 x 106 CFU e para enterococos 2.19 x 106 CFU por cada 100 mL de água 




 A utilização de antibióticos é primordial não só para o êxito da terapêutica para os quais 
estão perfilados, mas também para a inibição da emergência de bactérias multirresistentes. A 
utilização destes fármacos contribui quer para a eliminação das bactérias a eles sensíveis, mas 
também para a indução de resistência e da eliminação da flora microbiana, nomeadamente da 
flora do trato gastrointestinal. As bactérias possuem um conjunto de genes no seu genoma que 
são capazes de criar resistência aos antimicrobianos. Estes encontram-se inactivos, por 
repressão genética, continuando a bactéria sensível ao antibiótico. Não obstante, determinados 
fármacos antimicrobianos são capazes de desencadear uma inactivação da repressão desses 
genes, levando à manifestação da resistência quer ao fármaco que provocou esta inactivação da 
repressão, quer, também, a outros antibióticos [39]. 
Universidade do Minho 




 Os mecanismos de acção dos diferentes fármacos podem ser classificados no seu modo 
de actuação no organismo humano. Embora com algumas reservas, pode dizer-se que os 
mecanismos de acção dos agentes antimicrobianos se enquadram nos seguintes tipos [7]: 
o Inibição da síntese da parede bacteriana; 
o Modificação da permeabilidade da membrana citoplasmática; 
o Inibição de sistemas enzimáticos da membrana citoplasmática; 
o Alteração da síntese dos ácidos nucleicos; 
o Inibição da síntese proteica por acção nos ribossomas; 
o Inibição de diversas enzimas do metabolismo citoplasmático. 
 
É de referir que todos os compostos que inibem a síntese da parede bacteriana são 
bactericidas e a sua acção só se exerce sobre bactérias em crescimento. Já fármacos que 
actuem na modificação da permeabilidade da membrana citoplasmática são bactericidas, mas 
actuam tanto sobre bactérias em repouso como sobre bactérias em multiplicação. Porém, o 
interesse prático clínico destes compostos é diminuto uma vez que a especificidade da sua 
acção é praticamente nula o que, em larga medida, vai atingir também a membrana 
citoplasmática das células do hospedeiro [7]. 
 Na sua maioria, as infecções hospitalares provocadas por bactérias têm origem no 
intestino, sendo que, mais tarde, se manifestam noutros locais do corpo. As bactérias que 
desencadeiam estas infecções são limitadas pela flora anaeróbia. Assim, os fármacos 
antimicrobianos que eliminem estes microrganismos anaeróbios (vancomicina, cefalosporinas, 
cefoxitina, imipinem, etc.) vão provocar desequilíbrios na flora, levando ao crescimento de 
aeróbios gram-positivos e negativos que trarão consequências futuras, apesar da sua grande 
importância a nível terapêutico [39]. 
 Em termos farmacológicos, os antimicrobianos dividem-se em diferentes grupos e 
sofrem, desta forma, diferentes modos de resistência ao seu objectivo. 
 Como forma de agrupar os diferentes antibióticos, apresenta-se a Tabela 3 referente a 
alguns dos existentes. Uma classificação mais detalhada de mais antibióticos é apresentada no 
Anexo A. 
 
Universidade do Minho 
Mestrado Integrado em Engenharia Biomédica – Engenharia Clínica 
 
 
Tabela 3. Exemplos de grupos de antibióticos e seus principais representantes (adaptado de [39, 40, 41]) 




Naturais: cristalina, potássica, penicilina V 
Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina 
Penicilinase-resistentes: oxacilina, dicloxacilina 
Antipseudomonas: ticarcilina, piperacilina 
Associação com inibidor de beta-lactamase: 
amoxicilina/clavulanato, ampicilina/sulbactam, 
ticarcilina/clavulanato, piperacilina/tazobactam 
Grande variedade de infecções; a penicilina é utilizada para infecções 
estreptocócicas, sífilis e doença de Lyme 





1ª geração: cefazolina, cefalexina, cefadroxil 
2ª geração: cefaclor, cefuroxima 
3ª geração: ceftriaxona, cefazidima, cefotaxima 
4ª geração: cefepime, cefpiroma 
1ª geração: infecções da pele e tecidos moles 
2ª geração: algumas infecções respiratórias e abdominais 
3ª geração: amplo espectro para muitas bactérias em infecções 
ligeiras ou de gravidade moderada (oral) e doenças graves (por via 
injectável) 
4ª geração: infecções graves (sobretudo em imunocomprometidos) 




Imipenem, meropenem, ertapenem 
Gangrena, septicemia, pneumonia, infecções abdominais e urinárias 
e, excepto para ertapenem, infecções por Pseudomonas 




Aztreonam Infecções causadas por bactérias gram-negativas 
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Tabela 3. Exemplos de grupos de antibióticos e seus principais representantes (continuação) 
Grupo de Antibióticos Principais representantes Indicações frequentes Mecanismo de acção 
Macrolídeos 
Eritromicina, claritromicina, azitromicina, 
roxitromicina 
Infecções estreptocócicas, sífilis, infecções respiratórias, infecções por 
micoplasmas, doença de Lyme 
Interacção na síntese proteica 
Tetraciclinas 
Tetraciclina, minociclina, doxiciclina, demevlociclina, 
oxitetraciclina 
Sífilis, infecções por Clamídia, doença de Lyme, infecções por 
micoplasma, infecções por Rickéttsias 
Interacção da síntese proteica 
Aminoglicosídeos 
Gentamicina, amicacina, estreptomicina, tobramicina, 
netilmicina, neomicina, canamicina 
Infecções causadas por bactérias gram-negativas, como E.coli e 
Klebsiella 
Interacção na síntese proteica 
Sulfonamidas 
Mafenide, sulfacetamida, sulfisoxazole, sulfametizol, 
sulfassalazina, trimetoprim, sulfametoxazol 
Infecções das vias urinárias (excepto a sulfassalazina, a sulfacetamida e 
a mafenide); queimaduras (mafenide de uso tópico) 
Interacção na síntese de ácidos 
nucleicos 
Glicopéptideos Vancomicina, teicoplanina Infecções graves resistente a outros antibióticos 
Interacção na síntese da parede 
celular 
Fluoroquinolonas 
Norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacina, 
gatifloxacina 
Infecções das vias urinárias, prostatite bacteriana, diarreia bacteriana, 
gonorreia 
Interacção na síntese de ácidos 
nucleicos 
Oxazolidinonas Linezolida 
Infecções graves causadas por bactérias gram-positivas que são 
resistentes a outros antibióticos 
Interacção na síntese proteica 
Outros 
Metronidazol 
Vaginite causada por Tricomonas ou Gardnerella; infecções pélvicas e 
abdominais 
Interacção na síntese de ácidos 
nucleicos 
Clindamicina Infecções estreptocócicas, infecções respiratórias, abcessos pulmonares Interacção na síntese proteica 
Rifampicina Tuberculose e lepra 
Interacção na síntese de ácidos 
nucleicos 
Cloranfenicol Febre tifóide e outras infecções por Salmonella.  Meningite Interacção na síntese proteica 
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2.4. Formação de Biofilme 
 
 Um dos factores de virulência que as bactérias podem apresentar é a sua capacidade de 
formação de biofilme. Muito do conhecimento que, actualmente, se tem como adquirido foi 
baseado em estudos realizados com culturas bacterianas puras, ou seja, populações 
homogéneas a crescer em meios líquidos. Porém, na Natureza, os microrganismos não crescem 
totalmente dessa forma, tendo como preferencial o seu desenvolvimento em complexos 
agregados bacterianos designados de biofilme.  
A formação destes aglomerados bacterianos requer sinais químicos coordenados entre 
as células. Este processo de sinalização beneficia a comunidade, permitindo-lhe detectar a 
presença das células bacterianas vizinhas e responder às variações das condições que se 
podem verificar. Há evidências que alguns sinais químicos produzidos pelas células e que 
passam através das membranas celulares podem ser interpretados não só pelos membros da 
mesma espécie, como também pelos microrganismos de outras espécies que estejam 
presentes. No seu estado planctónico, os sinais químicos produzidos pelas células não estão 
concentrados de forma suficiente para que haja alterações na expressão genética. Não obstante, 
no caso dos biofilme, a matriz exopolissacarídea (matriz EPS) que sustem as células de forma 
coesa, permite uma acumulação de moléculas de sinalização em quantidade suficiente para 
constituir alterações no comportamento celular. A todo este processo de sinalização designa-se 
de Quorum Sensing (QS). No processo de QS são utilizadas moléculas de sinalização 
autoindutoras que são continuamente produzidas pelas bactérias e que se podem difundir 
através da membrana celular. Desta forma, quando um número elevado de bactérias está 
presente na área, a concentração de autoindutores é naturalmente maior. Estes podem assim 
interagir com repressores ou activadores específicos de determinadas sequências de DNA, 
controlando assim a produção de mRNA e, por conseguinte, a produção de determinadas 
proteínas envolvidas no desenvolvimento de biofilmes. É ainda relevante o facto de algumas 
bactérias patogénicas não produzirem toxinas até que uma população adequada se tenha 
estabelecido para conseguirem sobreviver à resposta de defesa do hospedeiro [43, 44, 45].  
A formação e desenvolvimento de um biofilme não é ainda um processo completamente 
compreendido. Sabe-se que são formados em superfícies imersas num fluido e que crescem 
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essencialmente por fases. Num estado inicial, ocorre a adesão dos microrganismos a uma 
superfície devido aos apêndices externos filamentosos e, posteriormente, dá-se o seu 
crescimento e divisão, sendo este o processo que permite a colonização da área circundante e 
assim a formação de biofilme. Assim, os biofilmes são os aglomerados desenvolvidos e que 
consistem em estruturas complexas e heterogéneas de comunidades bacterianas que se 
encontram, quer num estado dormente, quer num estado activo. Faz parte ainda desta 
organização a matriz de EPS, que as bactérias secretam, e as enzimas e pequenos canais que 
formam parte desta estrutura global. Toda esta estrutura permite a difusão de nutrientes e a 
remoção eficiente de produtos de excreção, sendo esta rede um factor preponderante para a 
sobrevivência das células que se encontram numa zona mais interior do biofilme. 
Posteriormente, pode dar-se a libertação de aglomerados devido a erosão superficial (alterações 
ambientais, de fluxo, etc.), a destacamento devido a alterações de determinadas condições 
inerentes ao biofilme, a abrasão por repetidas colisões entre o biofilme e as partículas do fluído 
e, ainda, devido a possíveis ataques por parte de predadores, como por exemplo, protozoários 
que se alimentam na superfície dos biofilmes. É, ainda, de salientar que as próprias células têm 
a capacidade de segregar e excretar enzimas que podem levar à quebra das ligações da matriz 
EPS e, assim, ao seu desprendimento [43, 44, 46]. 
As concentrações de oxigénio variam conforme a estrutura do biofilme, isto é, as células 
que se encontram numa zona mais interna podem até estar privadas deste elemento e estarem 
quase num estado anaeróbio. Esta variação significa que os membros de uma comunidade de 
biofilme, mesmo que geneticamente idênticos entre si, diferem nos seus estados metabólicos, 
explicando-se assim o estado “dormente” em que as células bacterianas mais profundas se 
encontram [43, 44]. Desta forma, as actividades metabólicas das bactérias são superiores nas 
regiões periféricas da estrutura, que são zonas mais ricas em nutrientes pois estão perto ou em 
contacto com o fluxo de fluido, porém, o número de bactérias nesta zona é na verdade muito 
pequeno. Por outro lado, a maioria das células bacterianas de um biofilme encontra-se nas 
regiões interiores, geralmente em estado dormente [44]. É das zonas periféricas destas 
estruturas que há o destacamento de alguns agregados que, consequentemente, podem 
colonizar outros locais e assim contribuir para a expansão do biofilme. Neste cenário, os 
principais factores que podem influenciar a formação de biofilme são as características dos 
microrganismos, a composição e rugosidade das superfícies de adesão e a composição do fluido 
circundante [45]. 
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Grande parte dos biofilme são inofensivos ao ser humano, porém outros podem causar 
problemas graves, como contaminar superfícies médicas e causar infecções. De facto, pela 
contaminação de dispositivos médicos, cateteres urinários, equipamentos de hemodiálise e 
implantes médicos e dentários, os biofilmes podem aumentar o risco de infecção do paciente. 
Até há bem pouco tempo, apenas se relacionava a fibrose cística com a formação de biofilme 
pela Pseudomonas aeruginosa. Actualmente, outras doenças têm vindo a ser associadas a 
formação de biofilme, como por exemplo, casos de tuberculose, doença legionária, doença 
periodontal e algumas doenças no ouvido médio, bem como de casos de úlceras pépticas e 
endocardites bacterianas [43, 45].  
Assim, desde cedo, se reconheceu a existência de biofilmes porém, apenas em anos 
mais recentes, o seu estudo teve um crescimento exponencial devido ao conhecimento do 
impacto dos biofilmes em sistemas naturais e industriais, bem como na saúde humana. São 
gastos milhões de dólares todos os anos em perdas de energia, danos de equipamentos, 
contaminações de produtos e infecções de carácter médico [45].  
O Center for Disease Control and Prevention estima que 2/3 das infecções que 
envolvem bactérias, são provocadas por biofilme. De referir, ainda, que as bactérias com maior 
capacidade para a formação de biofilme são dos géneros Pseudomonas, Bacillus, Alcaligens, 
Flavobacterium, e Staphylococcus [43, 46].  
Para se inibir a formação de biofilmes, várias têm sido as estratégias consideradas. 
Nomeadamente, a interferência com a síntese da matriz EPS que sustenta o biofilme de forma 
coesa, o desenvolvimento de dispositivos médicos com revestimento que contenha químicos 
inibitórios da formação da matriz e da adesão das bactérias ao suporte sólido. A identificação de 
químicos que se liguem às superfícies celulares, não permitindo a formação de biofilme antes 
que este inicie, é algo em estudo e de relevante interesse. Um outro alvo de estudo passa ainda 
pela marcação das moléculas de QS que as células bacterianas usam para comunicar [43]. 
As bactérias em biofilme sobrevivem a concentrações muito mais elevadas de agentes 
antimicrobianos e desinfectantes do que se se encontrarem no seu estado planctónico. Uma das 
razões para esta reduzida susceptibilidade envolve as células “dormentes” do biofilme. Muitos 
são os antibióticos que actuam apenas em células crescidas activamente (por exemplo, a 
penicilina), assim, as células “dormentes” podem servir para restabelecer um biofilme quando o 
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antimicrobiano já não está presente. Um outro mecanismo de sobrevivência dos biofilmes 
relaciona-se com o facto destes terem uma estrutura natural em camadas. A eficácia de um 
desinfectante, como por exemplo a lixívia, é diminuída conforme vai actuando na zona superficial 
do biofilme. Deste modo, as células bacterianas que estão no interior do biofilme podem então 
sobreviver. Uma outra forma de resistência é a formação de proteínas que providenciam 
resistência antimicrobiana, como as enzimas que inactivam o Peróxido de Hidrogénio. Como 
algumas células em biofilme são capazes de produzir grandes quantidades destas enzimas, as 
bactérias sob a forma de biofilme tornam-se mais resistentes que as mesmas em suspensão. 
Este facto é evidenciado pelas diferenças, ao nível da expressão genética, entre bactérias no 
estado séssil e no estado planctónico levando, por sua vez, às diferenças na susceptibilidade que 
os dois tipos de células mostram em relação a antimicrobianos [43, 45].  
2.5. Testes de susceptibilidade aos antibióticos 
 
As diversas técnicas para determinação da sensibilidade de bactérias a diferentes 
terapias com antibióticos baseiam-se, basicamente, na avaliação da capacidade de multiplicação 
do microrganismo in vitro [42]. 
O método de diluição recorre a meios de cultura líquidos ou sólidos aos quais se 
associam crescentes concentrações de um determinado antibiótico. Após preparação dos meios 
com as diferentes concentrações, cada tubo é inoculado com o microrganismo a testar. A 
determinação da Concentração Mínima Inibitória (MIC) faz-se constatando-se se houve ou não 
crescimento bacteriano nos diferentes meios pela avaliação do crescimento visível através da 
turbidez da cultura, após incubação a temperatura adequada e durante determinado tempo pré-
estabelecido. A MIC será então a concentração mínima de antimicrobiano na qual já não se 
verifica o crescimento do microrganismo a testar [42, 47]. 
O método de difusão em agar recorre a meios de cultura sólidos em placas de Petri em 
que se inocula, por espalhamento, a suspensão bacteriana pretendida. Esta operação tem de ser 
padronizada, isto é, deve-se normalizar os vários parâmetros que podem influenciar no tamanho 
do halo que se irá formar após colocação do antibiótico. Resumidamente, filtros de papel de 6 
mm contendo os diferentes antibióticos a testar e impregnados com uma quantidade conhecida 
do agente antimicrobiano são colocados em agar Mueller-Hinton com cerca de 4 mm de 
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espessura e inoculado com suspensão bacteriana com uma densidade de 0.5 unidades padrão 
(escala McFarland). Instantaneamente, o agente antimicrobiano começa-se a difundir para o 
agar. Deste modo, durante a incubação da placa de Petri, o fármaco sofre difusão do disco para 
o meio sólido onde se encontra cultivado o microrganismo a testar. Assim, a concentração do 
fármaco é tanto maior quando mais perto estiver do filtro e a redução logarítmica da 
concentração do antimicrobiano ocorre proporcionalmente ao aumento da distância ao disco. A 
determinada distância do disco, o valor correspondente da MIC é atingida. Proporcionalmente, o 
tamanho dos halos formados (zona transparente visualizada e determinada em mm) é 
influenciado pela quantidade de antimicrobiano impregnado no disco, pela solubilidade do 
antimicrobiano e pelo coeficiente de difusão no meio da cultura sólida utilizada, pois o rácio da 
difusão do fármaco através do agar é dependente das suas propriedades de difusão e de 
solubilidade no agar Mueller-Hinton, mas também do peso molecular dos componentes do 
antimicrobiano. Isto é, moléculas grandes difundir-se-ão de forma mais lenta do que moléculas 
com um peso molecular mais baixo. Estes factores em combinação resultam no facto de que 
cada antimicrobiano, com determinada concentração, atingirá então a concentração crítica que é 
aproximadamente igual à MIC obtida recorrendo aos testes de susceptibilidade através da 
diluição [42, 47-50]. 
É de referir que a susceptibilidade é avaliada através do padrão estabelecido pelas 
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, Estados Unidos da América), do 
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC, Reino Unido), da Agence Francaise de 
Securité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS, França) ou pelo Deutsches Institut fur 
Normung e.V. (DIN, Alemanha). Deste modo, pode-se classificar o microrganismo como 
susceptível, intermédio ou resistente (S, I ou R, respectivamente) a determinado antibiótico [42]. 
De forma análoga a este teste, surgiu o método das tiras E-test (Epsilon test). Nesta 
técnica, em tudo igual no procedimento anteriormente descrito, em vez da utilização dos 
diferentes discos de antibiótico com diferentes concentrações, utiliza-se uma tira com um 
gradiente crescente de concentrações de um determinado antibiótico. A MIC será descrita, deste 
modo, pela intersecção da linha que delimita a zona onde se verifica inibição do crescimento 
bacteriano com a tira-teste [42]. 
É de salientar que, em todos os métodos referidos, o valor de MIC verificado para um 
determinado antimicrobiano não é um valor constante pois este é resultado e influenciado pelo 
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tempo de incubação, pela composição do meio de cultura que se está a utilizar, pelo 
microrganismo em questão e pela quantidade de inóculo que se utiliza. Refira-se, ainda, como 
factor de influência as condições ambientais nas quais se está a operar estes meios, 
nomeadamente, a temperatura, o pH e o arejamento. Desta forma, é de fácil compreensão a 
necessidade da utilização destas técnicas de uma forma padronizada e standard para que haja 
correlação de valores [47]. 
Poder-se-á também referir outros tipos de análises que se podem utilizar para a 
determinação da susceptibilidade bacteriana a antibióticos específicos, nomeadamente, a 
existência de alguns sistemas automatizados. Como exemplo, pode referir-se o sistema Vitek®. 
Este método automatizado calcula, computacionalmente, as MIC através da análise do 
crescimento bacteriano colocado no sistema em questão [42]. 
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3. Materiais e Métodos  
 
Os métodos utilizados são mencionados seguidamente de forma sucinta. Descrição mais 
detalhada está presente no Anexo B. 
3.1. Amostragem 
 
As quatro amostras recebidas foram provenientes de quatro ETAR (C, T, F e V), situadas 
na zona norte de Portugal. As datas de amostragem, a existência de tratamento terciário e a 
origem das águas residuais recebidas estão presentes na Tabela 4. 
Tabela 4. Amostragem referente às quatro ETAR 
 ETAR F ETAR T ETAR C ETAR V 
Data de 
recepção 












Sim, mas de forma 
não controlada 
Não Não 




Sim, em proporção 
maioritária 
Sim 
Sim, em proporção 
minoritária 








Sim, em proporção 
maioritária 




As amostras foram recebidas de forma desfasada no tempo, ou seja, as condições 
atmosféricas a que foram sujeitas não foram totalmente idênticas, no entanto, uma vez que 
foram bastante semelhantes, este é um factor que não foi tido em conta na análise dos 
resultados. No entanto, a quantidade e diversidade dos microrganismos patogénicos que se 
encontram nos efluentes finais das estações de tratamento variam conforme diversos factores 
sazonais [51].  
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3.2. Isolamento das bactérias 
 
Independentemente do microrganismo, caso se vá fazer o seu crescimento em meio 
laboratorial, ou caso se trate do seu crescimento de forma natural, o meio em que este se insere 
deve conseguir satisfazer todas as necessidades específicas do agente microbiano. Para tal, são 
utilizados meios líquidos, sólidos (endurecidos com agar) em placas de Petri e sólidos em tubos 
inclinados. Assim, os microrganismos são semeados em meios de cultura que, dentro do 
possível, em tudo se assemelham ao seu ambiente e que proporcionarão as condições químicas 
de crescimento. Os meios sólidos são os ideais para a manutenção do agente microbiano 
durante um período de tempo relativamente curto. Tal facto não elimina a necessidade de haver 
repicagens, isto é, a necessidade de fazer transferências do microrganismo para meios frescos. 
Para que haja uma conservação do microrganismo de forma mais prolongada é necessário 
recorrer a outro tipo de técnicas mais específicas e complexas, como é o caso da 
criopreservação em azoto líquido [52]. 
Uma vez que as amostras recebidas das ETAR continham microrganismos não 
identificados, teve de se proporcionar as condições necessárias à multiplicação do agente 
microbiano alvo em detrimento dos outros microrganismos existentes. Com isto, fez-se a 
selecção e o enriquecimento da população do microrganismo em questão. É de referir que, no 
presente trabalho, para a contagem das células viáveis que se encontravam na amostra 
recebida, utilizou-se meios de cultura sólidos em placas de Petri. A técnica utilizada foi a 
contagem de Unidades Formadoras de Colónias (do inglês, CFU), que se baseia no princípio de 
que, com uma diluição apropriada de uma suspensão celular espalhada na superfície de um 
meio de cultura sólido, cada célula presente e que esteja viável multiplica-se e forma uma 
colónia de células [52]. 
 
Neste trabalho utilizaram-se diferentes meios sólidos selectivos para os vários 
microrganismos que se pretendiam isolar: meio EMB para E. coli ; meio MSA para S. aureus; 
meio HiC para K. Pneumoniae; meio PIA para P. aeruginosa; e meio SS para Salmonella. Os 
meios de cultura foram preparados segundo as instruções de utilização da ficha técnica que os 
acompanhava. 
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Numa fase inicial, e com o objectivo de testar os meios selectivos para o isolamento das 
espécies seleccionados como alvo do estudo, foram cultivadas bactérias de colecção para se 
conhecer os seus padrões de crescimento e ajudar no posterior isolamento nas várias amostras 
de água residual das ETAR.  
Seguidamente, após a recepção das amostras de efluente final das diferentes ETAR, 
procedeu-se à filtração destas e colocou-se as membranas a incubar nos diferentes meios 
selectivos. As amostras foram filtradas com recurso a membranas de filtração de 0.22 μm e de 
0.45 μm, tendo-se constatado que recorrendo a membranas de 0.22 μm se obtinha uma maior 
quantidade de microrganismos do que com as membranas de 0.45 μm. Sendo assim, todas as 
filtrações posteriores foram realizadas com membranas de porosidade de 0.22 μm. Com todo 
este procedimento foi então possível isolar as diferentes bactérias presentes.  
Refira-se que o isolamento das bactérias das amostras de efluente foi de carácter 
presuntivo uma vez que não foi possível a realização de algumas técnicas bioquímicas, nem de 
biologia molecular, para confirmação da identificação das bactérias, ou seja, pode haver uma 
quantidade real da bactéria inferior à determinada através dos meios selectivos devido a uma 
possível sobrevalorização. No caso, foi utilizada uma técnica bioquímica designada de Prova de 
Kligler através do agar de Kligler. A investigação desenvolvida por Kligler (1918) levou à obtenção 
de um meio que é, geralmente, utilizado para diferenciar os diferentes géneros das 
Enterobacteriaceae. Esta diferenciação é conseguida através de diferenças na fermentação dos 
hidratos de carbono presentes no meio e à capacidade de produção de sulfureto de hidrogénio 
(H2S) [53, 54].  
 
3.3. Formação de Biofilme 
 
A capacidade de formação de biofilme foi investigada para aferir a patogenicidade de 
cada bactéria isolada, para cada ETAR. Esta característica foi avaliada em termos de quantidade 
de biomassa no biofilme e de número de células. Para avaliar a quantidade de biomassa 
formada utilizou-se o método do Cristal de Violeta (CV), em que o CV vai corar toda a biomassa 
presente, isto é, cora quer células do biofilme quer a matriz. Para determinar a viabilidade do 
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biofilme recorreu-se à quantificação de CFU por espalhamento das suspensões celulares de 
biofilme em meio sólido. 
  
3.4. Testes de susceptibilidade aos antibióticos 
 
Os ensaios de susceptibilidades aos antibióticos foram realizados recorrendo ao método 
da difusão em disco modificado por Kirby-Bauer. Os antibióticos seleccionados foram: 
ampicilina, piperacilina, vancomicina, cefotaxima, ciprofloxacina, amikacina, gentamicina, 
imipenem, tetraciclina, cloranfenicol e rifampicina.  
Inicialmente preparou-se meio agar Mueller-Hinton e subcultivou-se cada tipo de 
bactéria. De seguida, fez-se a preparação dos antibióticos nas concentrações pré-estabelecidas 
(Anexo B) e mergulharam-se os discos para que estes ficassem impregnados de cada 
antimicrobiano. Posteriormente, os discos foram colocados nas placas onde tinham sido 
inoculadas as culturas bacterianas, tendo-se deixado incubar durante 24 h a 30 oC.  
 
3.5. Análise estatística dos dados 
 
Os dados foram analisados utilizando o programa estatístico Prism (GraphPad para 
Windows), sendo utilizado o teste One-Way ANOVA, seguido de Bonferroni. Os resultados foram 
considerados estatisticamente significativos quando p < 0.05. 
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4. Análise e Discussão dos Resultados 
4.1. Isolamento e Quantificação de microrganismos 
 
A visualização macroscópica das colónias de cada espécie bacteriana de referência nos 
vários meios selectivos permitiu conhecer algumas das suas características, reunidas na Tabela 
5. 
Tabela 5. Aspecto das colónias formadas pelos microrganismos de colecção nos meios de cultura seleccionados 
 Meio MSA Meio EMB Meio SS Meio PIA Meio HiC 
























- - - - 
K. pneumoniae - 
Rosa 
Centro escuro 




O aspecto morfológico das colónias de cada microrganismo está de acordo com o 
mencionado nas fichas técnicas de cada meio de cultura. 
A capacidade de formação de biofilmes (D.O. 570 nm) por parte das bactérias de colecção é 
apresentada na Figura 9.   
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Figura 9. Massa de biofilme (D.O.570 nm) de cada microrganismo de colecção 
  
A viabilidade celular dos biofilmes formados pelas bactérias de colecção está presente 
na Figura 10. 
 
Figura 10. Número de células viáveis do biofilme produzido por cada microrganismo de colecção 
 
A análise da Figura 9 permite constatar que o microrganismo com maior capacidade de 
formar biofilme foi P. aeruginosa (p < 0.05) e o que apresenta menor capacidade foi K. 
pneumoniae (p < 0.05). O biofilme formado por este microrganismo também foi o que 
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apresentou maior quantidade de células viáveis foi S. aureus (p < 0.05) apesar de não ter uma 
elevada capacidade de formação de biofilme (Figura 9). A capacidade de formação de biofilme 
por parte de um microrganismo é um factor de virulência bastante relevante pois, segundo 
Donlan e Costerton (2002), os biofilmes têm um papel significativo no aparecimento de doenças 
infecciosas. Estes autores verificaram também uma penetração mais demorada de ciprofloxacina 
em biofilme de P. aeruginosa: numa superfície contendo biofilme, o tempo de penetração era de 
21 minutos enquanto em superfície estéril demorava somente 40 segundos [56]. 
De todas as amostras de efluente final recebidas de cada ETAR determinou-se a 
concentração de cada bactéria (Figuras 11 a 15).  
 
Figura 11. Concentração de P. aeruginosa em cada uma das ETAR 
 
A Figura 11 mostra que P. aeruginosa existia no efluente final de todas as ETAR, sendo a 
maior quantidade detectada na ETAR F (p < 0.05) logo seguida da ETAR V. As restantes ETAR 
apresentaram quantidades semelhantes desta bactéria.  
Relativamente a K. pneumoniae, a Figura 12 mostra uma tendência similar à observada 
para P. aeruginosa. De facto, a ETAR F apresentou a maior quantidade de K. pneumoniae e a 
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Figura 13. Concentração de E. coli em cada uma das ETAR 
 
Na Figura 13, relativa às quantidades de E. coli, constata-se uma ligeira predominância 
desta bactéria na ETAR V e a menor quantidade na ETAR C (p < 0.05). Esta tendência repete-se 
nas quantidades de S. aureus determinadas para as várias ETAR (p < 0.05), como se pode 
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Figura 14. Concentração de S. aureus em cada uma das ETAR 
 
Por fim, relativamente à presença de S. enteritidis, pode-se verificar pela Figura 15 que 
esta bactéria está em maior quantidade na ETAR F e em menor número da ETAR C, sendo estes 




Figura 15. Concentração de S. enteritidis em cada uma das ETAR 
 
A análise conjunta das Figuras 11 a 15 permite constatar que foi a ETAR C que 
apresentou os valores mais baixos de quantidade das cinco bactérias (dados quase sempre 
estatisticamente significativos). A ETAR C é, das quatro ETAR estudadas, a única que recebe 
efluentes de uma zona industrial, pelo que se pode especular que a menor quantidade das 
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efluentes antes de os reencaminharem para a ETAR, à inibição microbiana desencadeada pelos 
compostos químicos que por vezes são descarregados nestas águas residuais ou ao facto destes 
efluentes não conterem estes microrganismos em quantidade tão elevada. 
Por sua vez, a ETAR T foi a que apresentou, também na totalidade dos microrganismos, 
os segundos valores mais baixos da quantidade de bactérias. As quantidades mais elevadas de 
bactérias ocorreram nas restantes ETAR:  S. enteritidis, P. aeruginosa e K. pneumoniae 
ocorreram em maior quantidade na ETAR F; já para E. coli e para S. aureus (p < 0.05), foi a 
ETAR V a registar os valores mais elevados. Tal facto pode-se dever ao número de habitantes-
equivalentes que estas ETAR servem e que é bastante superior ao das ETAR C e T. É, ainda, de 
referir que, independentemente da ETAR, a bactéria E. coli foi a que apareceu sempre com 
ligeira predominância e S. aureus com valores menores. Sendo E. coli um indicador de 
contaminação fecal, era de esperar que fosse este o microrganismo que ocorreu em maior 
número nas ETAR. Por exemplo, Lisle et al (2004) isolaram diferentes coliformes indicadores de 
contaminação fecal numa estação de tratamento de McMurdo na Antárctida, tendo detectado 
nas águas não tratadas, entre outros, 5.00 x 104 CFU de E. coli por cada 100 mL de amostra 
[57]. 
Com base nas Figuras 11 a 15, pode concluir-se que todas as bactérias em estudo 
estavam presentes no efluente final das diferentes ETAR. Estes resultados são preocupantes 
uma vez que as amostras são provenientes de efluente tratado de ETAR que foram 
descarregadas em massas de água natural. Estas evidências permitem concluir que os 
tratamentos de desinfecção incluídos nas ETAR não estão a ser eficientes.  
Num estudo levado a cabo em Granada, Espanha, por Espigares et al em 2006, mostra-
se que são inúmeras as investigações que evidenciam que as ETAR convencionais não garantem 
a completa eliminação de microrganismos, nomeadamente os potencialmente patogénicos [58].  
Por outro lado, em Portugal, numa investigação realizada no norte do país, Machado et 
al (2008) analisaram a presença de Enterobacteriaceae multirresistentes, tendo isolado 16 
destes microrganismos, sendo 11 K. pneumoniae, 4 E. coli e 1 Enterobacter aerogenes, em oito 
amostras ambientais entre águas residuais urbanas provenientes das linhas de esgoto a jusante 
de quatro hospitais localizados na zona do Porto, águas do rio Sousa e águas marinhas [59]. 
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Refira-se que a quantidade e diversidade de microrganismos patogénicos que se 
encontram nos efluentes finais das estações de tratamento variam com factores sazonais, mas 
também com os diferentes tratamentos que as águas residuais sofrem durante todo o processo 
de tratamento [51]. Kummerer et al (2004), constataram que, em situações ambientais com 
grande densidade bacteriana, a transferência de genes de resistência e/ou o aumento de novos 
tipos de resistência, acontecem mais frequentemente [60]. 
 
4.2.  Formação de Biofilme 
 
Todas as bactérias isoladas nos efluentes finais das várias ETAR foram posteriormente 
caracterizadas em termos da sua capacidade de formação de biofilme, através da determinação 
da massa total de biofilme (Figura 16). 
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Para avaliar biofilmes formados com os isolados obtidos nas diferentes amostras, 
utilizou-se o procedimento de Stepanovic calculando qual o cut off e assim podendo classificar os 
microrganismos quanto à sua capacidade de formação de biofilme [61], sendo os resultados 
apresentados na Tabela 6: os microrganismos com maior capacidade de formação de biofilme 
foram os provenientes da ETAR F sendo, em contrapartida, os que menos têm esta capacidade 
os que provêm da ETAR V. 
Tabela 6. Classificação das bactérias quanto à formação de biofilme recorrendo ao método de Stepanovic et al. [61], em que 
(0): non adherent; (+): weakly adherent; (++): moderately adherent e (+++): strongly adherent. 
 ETAR C ETAR T ETAR F ETAR V 
P. aeruginosa +++ + ++/+++ 0 
S. enteritidis + ++ +++ ++ 
K. pneumoniae ++ ++ +++ +++ 
E. coli 0 0 +++ + 
S. aureus +++ +++ +++ 0 
 
Relativamente ao número de células viáveis incluídas nos biofilmes formados, construiu-
se a Figura 17. 
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Figura 17.        (A) Quantificação celular do biofilme formado por cada um dos microrganismos das diferentes ETAR 
                            (B) Pormenor do gráfico da Quantificação celular do biofilme, Figura 17 (A) 
  
Os microrganismos que apresentaram maior capacidade de formação de biofilme 
(Figura 16) variaram de ETAR para ETAR. De facto, na ETAR C foi P. aeruginosa (p < 0.05) a 
espécie que apresentou a maior capacidade de formação de biofilme, na ETAR T foi S. aureus (p 
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outro lado, os microrganismos com menor capacidade de formação de biofilme foram para a 
ETAR C e T, E. coli, para a ETAR F a espécie P. aeruginosa e para a ETAR V S. aureus. 
Relativamente à quantidade celular presente nos biofilmes desenvolvidos pelos vários 
microrganismos (Figura 17), esta foi maior na ETAR C e V para P. aeruginosa e na ETAR T e F 
para K. pneumoniae (p < 0.05). Por sua vez, para todas as ETAR, o biofilme com menor número 
de bactérias foram os desenvolvidos por S. aureus, sendo estes dados quase sempre 
estatisticamente significativos.  
Ou seja, na ETAR C, foi P. aeruginosa que apresentou uma ligeira predominância quanto 
à capacidade de formação de biofilme, o que vem corroborar também a maior quantidade 
celular presente neste. De forma análoga, na ETAR V o microrganismo que apresentou valores 
ligeiramente inferiores quanto à capacidade de formação foi S. aureus sendo este justificado 
também por uma menor quantidade celular (p < 0.05). O mesmo não se passou com a ETAR T 
em que o microrganismo com maior capacidade de formação de biofilme foi, como já verificado, 
o microrganismo S. aureus (p < 0.05) sendo, no entanto, o que apresenta uma menor 
quantidade celular quando nesta conformação (p < 0.05). Tal facto pode ser indicativo de uma 
maior quantidade de matriz EPS, um parâmetro crucial para a estabilidade e coesão estrutural 
do biofilme, uma vez que proporciona uma protecção para a população microbiana quando 
sujeita a tensões de corte a que podem estar sujeitas [62]. Esta matriz proporciona assim uma 
capacidade de prevenir fisicamente o acesso por parte de certos agentes antimicrobianos ao 
biofilme e a sua quantidade é dependente do microrganismo em causa, tendendo, ainda, a 
aumentar com a maturidade do biofilme [63]. 
A formação de um biofilme é, assim, problemática uma vez que o seu desenvolvimento 
está interligado com a origem de infecções e posteriores resistências inerentes à terapêutica 
com agentes antimicrobianos [64]. 
Segundo os estudos de Costerton et al em 1999, Prakash et al em 2003 e Hall-Stoodley 
e Stoodley em 2009, os biofilmes apresentam uma resistência elevada à penetração de 
substâncias para o seu interior, nomeadamente antimicrobianos, devido à presença de EPS. 
Esta matriz constituinte do biofilme consegue, ainda que não totalmente, inibir a penetração de 
antimicrobianos na estrutura, constituindo assim um obstáculo físico e químico à disseminação 
dos antibióticos, de forma suficiente para que haja a expressão de genes, dentro do biofilme, que 
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medeiam a sua resistência. [65-67]. Há casos, no entanto, em que os antimicrobianos 
conseguem uma difusão eficaz no biofilme, dependendo do antimicrobiano utilizado, da bactéria 
em causa e do tipo de biofilme que se está a estudar [65, 67]. 
 
4.3. Susceptibilidade aos agentes antimicrobianos 
 
Os perfis de susceptibilidade dos microrganismos isolados das diferentes ETAR aos 
antimicrobianos testados podem ser observados, na sua totalidade, na Tabela 9 (Anexo D) que 
reúne as dimensões dos halos de inibição formados. De seguida, a título de exemplo, 
apresentam-se alguns registos fotográficos de placas de crescimento MHA de alguns 
microrganismos e respectivas respostas aos antibióticos (Figura 18, Figura 19 (A) e (B) e Figura 












Figura 18. Susceptibilidade à ciprofloxacina por parte da E. coli isolada da ETAR C 
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Figura 19 (A). Susceptibilidade gentamicina por parte da E. coli isolada da ETAR F 
Figura 19 (B). Susceptibilidade à gentamicina por parte da E. coli isolada da ETAR F (concentrações superiores) 
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Figura 20 (A). Susceptibilidade à cefotaxima por parte da E. coli isolada da ETAR V 
Figura 20 (B). Susceptibilidade à cefotaxima por parte da E. coli isolada da ETAR V (concentrações superiores) 
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Para uma melhor interpretação de todos os dados obtidos criou-se a Tabela 7 que 
representa, para todos os microrganismos isolados e para todos os antibióticos testados, os 
perfis de susceptibilidade obtidos.  
Tabela 7. Comparação dos diferentes microrganismos isolados nas quatro ETAR e sujeitos a testes de difusão em disco para 
onze antimicrobianos diferente (i) “–“ antimicrobiano não utilizado no microrganismo; ii) As ETAR estão ordenadas por ordem 
crescente de resistência: 1 - menor resistência (mais sensível); 4 - maior resistência) 
   Bactéria 
Antibiótico  S. aureus K. pneumoniae E. coli P. aeruginosa S. enteritidis 
VAN 
1 ETAR F - - - - 
2 ETAR C - - - - 
3 ETAR T - - - - 
4 ETAR V - - - - 
AMP 
1 ETAR C ETAR F ETAR T - ETAR C 
2 ETAR T ETAR T/ETAR V ETAR F - ETAR F 
3 ETAR V ETAR T/ETAR V ETAR C - ETAR V 
4 ETAR F ETAR C ETAR V - ETAR T 
CIP 
1 ETAR F ETAR C ETAR T ETAR F ETAR T 
2 ETAR C/ETAR T/ETAR V ETAR T ETAR C ETAR V ETAR F 
3 ETAR C/ETAR T/ETAR V ETAR F ETAR V ETAR C ETAR C 
4 ETAR C/ETAR T/ETAR V ETAR V ETAR F ETAR T ETAR V 
AMK 
1 ETAR C ETAR T ETAR C ETAR C ETAR F 
2 ETAR F ETAR F ETAR T ETAR F ETAR C 
3 ETAR T ETAR C ETAR F ETAR T ETAR T 
4 ETAR V ETAR V ETAR V ETAR V ETAR V 
CEF 
1 - ETAR F ETAR T - ETAR C 
2 - ETAR C ETAR F - ETAR T 
3 - ETAR T ETAR C - ETAR F 
4 - ETAR V ETAR V - ETAR V 
IMIP 
1 - ETAR C ETAR T ETAR T ETAR T 
2 - ETAR T ETAR C ETAR F ETAR F 
3 - ETAR F ETAR F ETAR C ETAR C 
4 - ETAR V ETAR V ETAR V ETAR V 
PIP 
1 ETAR F ETAR F ETAR T ETAR C ETAR F 
2 ETAR T ETAR C ETAR F ETAR T ETAR C 
3 ETAR C ETAR V ETAR C ETAR F ETAR V 
4 ETAR V ETAR T ETAR V ETAR V ETAR T 
CHF 
1 ETAR F ETAR T ETAR T - ETAR T 
2 ETAR C ETAR F ETAR C - ETAR F 
3 ETAR T ETAR C ETAR F - ETAR C 
4 ETAR V ETAR V ETAR V - ETAR V 
RIF 
1 ETAR C - - - - 
2 ETAR T - - - - 
3 ETAR F - - - - 
4 ETAR V - - - - 
TETRA 
1 ETAR C - - - - 
2 ETAR F - - - - 
3 ETAR V - - - - 
4 ETAR T - - - - 
GENT 
1 ETAR F ETAR F ETAR F ETAR C ETAR F 
2 ETAR C ETAR V ETAR T ETAR F ETAR C 
3 ETAR T ETAR C ETAR V ETAR T ETAR T 
4 ETAR V ETAR T ETAR C ETAR V ETAR V 
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 Como se pode verificar, todos os microrganismos, de forma mais ou menos expressiva, 
demonstraram ter resistência aos antibióticos testados.  
A Tabela 7 permite constatar que, de forma geral, os microrganismos do efluente final 
da ETAR F apresentam os perfis de susceptibilidade mais baixos e, de forma contrária, os da 
ETAR V os perfis mais elevados de susceptibilidade. Esta tendência é contrária à capacidade de 
formação de biofilme, pois é o efluente final da ETAR F que possui microrganismos com maior 
capacidade de formação de biofilme e o da ETAR V microrganismos, de uma forma geral, com 
capacidade mais diminuta (Tabela 6). Estes dados indicam que em nenhuma das ETAR foram 
detectados microrganismo com simultaneamente os valores mais elevados dos dois factores de 
virulência estudados: resistência a antimicrobianos e capacidade de formação de biofilme. Neste 
sentido, a presença das bactérias nos efluentes finais das ETAR não é tão preocupante como 
inicialmente se poderia prever, uma vez que se poderia especular que bactérias com elevada 
capacidade de formação de biofilme apresentariam, também, uma maior resistência aos agentes 
antimicrobianos. 
A presença de microrganismos resistentes nas águas residuais tem já sido estudada. De 
facto, Choi et al, em 2003, isolaram e analisaram Enterococcus de diferentes fontes de 
contaminação numa praia dos EUA. Uma dessas fontes eram águas residuais, em que, de um 
total de 100 estirpes isoladas, todas elas eram resistentes a, pelo menos, um dos sete 
antibióticos utlizados [68]. Também em 2003, Reinthaler et al analisaram o perfil de resistência 
de E. coli encontradas em três ETAR na Áustria, entre outras fontes, nos afluentes e efluentes 
destas. Desta investigação constatou-se que as quantidades existentes nos efluentes eram, 
obviamente, menores que nos afluentes, sendo de, em média, 6.1 x 104 e 2.3 x 102 CFU/mL, 
respectivamente. Foi ainda anuído desta investigação que, as ETAR que tratavam águas 
residuais hospitalares, continham E. coli com perfis de resistência mais elevados que as 
encontradas nas ETAR que apenas tratavam águas residuais municipais [69]. Já em Portugal, na 
investigação realizada por Macedo et al em 2010, refere-se o estudo de Novais et al (2005) em 
que se verificou a presença de enterococos resistentes à vancomicina em 2/3 das amostras 
recolhidas em rios e águas residuais do distrito do Porto. Já nesta investigação de 2010 
pesquisou-se a existência de enterococos em 45 amostras de água utilizadas para consumo 
humano e animal e recolhidas no norte e centro de Portugal, entre 2006 e 2008. Nestas, 
verificou-se a presença destes microrganismos em 56 % das amostras. Perfis de resistência à 
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ciprofloxacina ou a aminoglicosídeos foram detectados principalmente entre E. faecium e E. 
faecalis, respectivamente. Já em 57 % dos isolados foi detectada resistência a pelo menos 3 
antibióticos de diferentes famílias. Por outro lado, em 21 % dos isolados analisou-se a presença 
de multirresistências a tetraciclina, eritromicina e ciprofloxacina. É referido, ainda, que todos os 
isolados conseguidos eram susceptíveis à vancomicina, teicoplanina e linezolid [70]. 
Também em Portugal, surgiu a notícia da descoberta de bactérias resistentes a 
antibióticos no rio Vouga. Os investigadores responsáveis da Universidade de Aveiro isolaram 
estirpes de E. coli, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas e Enterobacter resistentes às 
cefalosporinas de 3ª geração, um dos agentes antimicrobianos mais empregues em meio 
hospitalar em Portugal [71].  
No estudo de Espigares et al (2006), 8 dos 21 isolados de Salmonella mostraram-se 
susceptíveis aos antimicrobianos testados. Não obstante, 42.9 % dos isolados eram resistentes a 
pelo menos quatro antibióticos e quatro das estirpes de S. hadar exibiram um padrão de 
resistência a seis antibióticos. Estes dados demonstram que tem havido um aumento nas 
resistências uma vez que há estudos de 1984 efectuados por Parras Jiménez et al, e citados 
nesta investigação, que demonstram que em 385 isolados, 15.8 % eram resistentes à 
tetraciclina e apenas 8.3 % o eram à ampicilina [58]. Ainda em 2006 é de salientar a 
investigação efectuada por Brady et al em que se refere que a resistência aos antibióticos beta-
lactâmicos, nomeadamente à meticilina, provoca nos pacientes um atraso da terapêutica e 
aumenta, deste modo, o desenvolvimento de outras infecções associadas. Sendo que estes não 
são eficazes em casos de MRSA, refere-se neste estudo a existência, como solução, dos 
glicopéptidos (nomeadamente a vancomicina e a teicoplanina). Não obstante, referem ainda que 
já se verificaram S. aureus com uma sensibilidade intermédia a estes agentes antimicrobianos 
[72]. 
De facto, também a presença de agentes antimicrobianos nas águas faz com que haja 
uma pressão selectiva nos microrganismos existentes. Yang et al, em 2005, avaliou a presença 
de antibióticos em amostras de afluentes e de efluentes no norte de Colorado, EUA. Neste 
estudo foi analisada a presença de seis antimicrobianos do grupo das tetraciclinas e cinco das 
sulfonamidas e foi verificada a sua existência, ainda que em menor quantidade, mesmo nas 
amostras provenientes do efluente. Tal facto prova que, neste caso, estes antimicrobianos não 
são totalmente eliminados nas ETAR, colocando em risco a reutilização da água, exercendo 
Universidade do Minho 




pressão selectiva nos microrganismos presentes e potenciando a resistência bacteriana [73]. 
Segundo Costanzo et al em 2007, numa investigação em Brisbane na Austrália, os tratamentos 
realizados às águas residuais reduzem significativamente as concentrações de antibióticos 
presentes. Não obstante, estes são ainda detectados, podendo mesmo identificar-se compostos 
de ciprofloxacina, sulfametoxazole, lincomicina e trimetropim [74]. 
Num outro estudo, também de forma a avaliar o impacto da descarga de efluente 
urbano na resistência a antimicrobianos em populações bacterianas existentes no rio Arga em 
Espanha, recolheu-se amostras a montante e a jusante da zona de descarga de águas residuais. 
Nestas amostras foram isoladas 110 estirpes de Enterobacteriaceae e 118 de Aeromonas. 
Destas, 72 % das estirpes de Aeromonas e 20 % de Enterobacteriaceae eram resistentes ao 
ácido nalidíxico. Os perfis de resistência são assim mais elevados na zona de descarga do 
efluente da ETAR, permanecendo similares numa zona a 30 km da descarga no caso de 
Enterobacteriaceae e diminuindo no caso de Aeromonas [75]. 
Relativamente à existência de tratamento terciário, pode-se realçar o facto de que as 
concentrações microbianas nas amostras foram mais elevadas para a ETAR F e V, sendo que a 
primeira não tem tratamento terciário e a segunda tem, recorrendo à desinfecção por raios UV. 
Assim verifica-se que a ETAR V, mesmo fazendo a desinfecção do efluente final, apresenta teores 
mais elevados de algumas bactérias  do que a ETAR F, o que não seria de esperar. Estas 
evidências parecem indicar que a desinfecção da ETAR V não está a ser eficaz. No entanto, só 
um estudo comparativo incluindo amostras do efluente antes e após desinfecção permitiria tirar 
conclusões mais definitivas sobre este assunto.  
Mesmo havendo ETAR nacionais que apresentam já um tratamento terciário por 
desinfecção por raios UV, este não é ainda um procedimento obrigatório. Segundo o estudo de 
Guo et al (2012), quanto mais intensa a exposição aos raios UV, maior a diminuição na 
concentração bacteriana [51]. 
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5. Conclusões e Sugestões para trabalhos 
futuros 
 
O tratamento de águas residuais em ETAR compreende uma panóplia de processos que 
visam gerar benefícios para a saúde ambiental. Além das águas residuais resultantes das 
actividades domésticas que afluem às estações de tratamento, também os efluentes resultantes 
das actividades hospitalares e industriais lá chegam, frequentemente sem qualquer tipo de pré-
tratamento. Embora existam algumas instituições de saúde com ETAR, especializadas para o 
pré-tratamento dos efluentes que produzem, a maioria delas não está dotada de unidades pré-
tratamento das suas águas residuais.   
A análise da carga microbiana de patogénicos nos efluentes finais das várias ETAR 
estudadas permitiu constatar que foi a ETAR C que, independentemente da bactéria em causa, 
apresentou sempre os valores mais baixos. Este facto poderá ser resultado da menor carga 
bacteriana na água residual bruta, uma vez que esta ETAR recebe efluentes de um parque 
industrial, ou então ser resultado de inibição microbiana causada por compostos químicos que 
podem existir nos efluentes industriais. 
As cargas microbianas das ETAR F e V foram, de uma maneira geral, sempre superiores, 
o que pode atribuir-se à descarga nestas ETAR de águas residuais hospitalares. 
Relativamente à carga microbiana, verificou-se ainda que nas quatro ETAR analisadas, 
foi sempre a espécie E. coli que se apresentou em maior quantidade e S. aureus em menor 
quantidade. 
Quanto à capacidade de formação de biofilme dos isolados, observaram-se diferenças 
entre as diferentes ETAR, não tendo sido possível estabelecer um padrão definido para as 
variações apresentadas. Não obstante, quanto à quantificação celular dos biofilmes foi notório 
que, independentemente da ETAR, S. aureus teve sempre os valores mais baixos. Através dos 
dados de cut off estabelecidos, concluiu-se ainda que os microrganismos que tinham maior 
capacidade de formação de biofilme provinham da ETAR F e os que apresentaram menor 
capacidade foram provenientes da ETAR V. 
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No que diz respeito à sensibilidade aos antimicrobianos testados, o efluente final da 
ETAR F apresentou microrganismos com susceptibilidades menores e o da ETAR V com 
susceptibilidades mais elevadas. Embora seja uma situação preocupante, é de referir que era 
nesta última ETAR, que os microrganismos apresentaram menor capacidade de formação de 
biofilme. 
De forma sucinta, pode-se afirmar que aparentemente a capacidade elevada de 
estabelecer um biofilme por parte de algumas bactérias está, de certo modo, contrabalançada 
com perfis de susceptibilidade mais baixos. De modo similar, os casos mais preocupantes de 
resistência aos antibióticos verificam-se em microrganismos com a capacidade de formação de 
biofilme mais diminuta.  
Conclui-se, com este trabalho, que os processos utilizados no tratamento de efluentes 
em ETAR não estão a ser completamente eficazes na remoção de bactérias patogénicas 
presentes nos efluentes finais que vão, posteriormente, ser descarregados em massas de água 
naturais. 
Relativamente a sugestões futuras para a continuidade deste trabalho, julga-se 
importante aumentar o número de amostras para que seja possível estabelecer relações entre os 
tratamento efectuados nas ETAR e a carga microbiana resultante e respectiva patogenicidade. A 
recepção de amostras em diferentes alturas do ano permitirá uma comparação sazonal dos 
resultados. Pode ser ainda perspectivado a recolha de amostras de águas residuais brutas para 
se poder concluir acerca da capacidade de remoção de microrganismos pelas ETAR. 
Pode-se ainda sugerir aumentar o número de espécies isoladas, bem como a utilização 
de técnicas bioquímicas e moleculares para a confirmação das identificações feitas. 
Quanto ao estudo dos mecanismos de resistência, poder-se-á sugerir a investigação de 
outros mecanismos, como por exemplo a presença de cápsula ou a formação de toxinas.  
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Os fármacos beta-lactâmicos são subdivididos em penicilinas, cefalosporinas, 
cefamicinas, carbapenem e monobactâmicos. Estes fármacos ligam-se às PBP (Penicillin 
Binding Protein) que são proteínas específicas de ligação à membrana celular. Esta ligação vai 
permitir que o fármaco interactue na síntese da parede celular, levando deste modo à morte da 
célula bacteriana. Para que haja a resistência a este fármaco, as bactérias produzem uma 
enzima inactivadora, a beta-lactamase, e realizam a modificação da estrutura das PBP, inibindo 
assim a ligação do antibiótico. Estas enzimas têm a capacidade de hidrolisar o anel beta-
lactâmico, fazendo com que o fármaco se torne um produto inactivo [39, 76].  
As penicilinas são um grupo de fármacos bem conhecidos pela comunidade que tem 
como efeitos colaterais mais comuns a hipersensibilidade com imunogenicidade comum, logo, a 
alergia é comum a todas. Esta hipersensibilidade manifesta-se através de eosinofilia, doença do 
soro, anafilaxia e febre. Pode ainda ocorrer, de forma mais rara e apenas com altas doses, 
convulsões, especialmente em pacientes com insuficiência renal uma vez que a penicilinas são 
rapidamente excretadas pelos rins [39].  
A penicilina G (benzilpenicilina), sensível às beta-lactamases, é usada na terapêutica de 
Streptococcus dos grupos A, B, C e G, Streptococcus pneumoniae, L. monocutogenes, N. 
meningitidis e anaeróbios, excepto os produtores de beta-lactamases, como o grupo Bacteroides. 
Neste tipo de fármaco, a existência de resistência por parte dos pneumonocos é um problema 
crescente nos Estados Unidos da América e na Europa [7, 39]. É de referir que mesmo os 
microrganismos indicados têm vindo a aumentar a sua resistência para com este fármaco [7]. 
As penicilinas de espectro ampliado têm actividade contra H. influenzae, Neisseria sp. e 
enterobactérias. No entanto não cobrem S. aureus (estima-se que a maioria das estirpes lhe seja 
resistente) e calcula-se que, nos EUA, cerca de 20 a 30% dos H. influenzae são produtores de 
beta-lactamases com capacidade de inactivá-las. Também 50% das estirpes de E. coli lhe são 
resistentes. São também inactivas contra Pseudomonas sp. e Klebsiella sp. Estão disponíveis, 
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por exemplo, em ampicilina e amoxacilina, tendo ambas o mesmo espectro de acção, sendo que 
a ampicilina deverá ser usada por via venosa [39, 77].  
Este tipo de fármacos pode ser associado a inibidores de beta-lactamases, como por 
exemplo, o ácido clavulânico à amoxicilina e o sulbactam à ampicilina. Esta associação vai torná-
las activas contra S.aureus em que o mecanismo de resistência esteja associado à produção de 
beta-lactamases e não à alteração da PBP. Não obstante, não acrescentará nenhum benefício 
quando se trata de Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Serratia sp., em que a resistência é 
dada, também, por beta-lactamases cromossómicas que não são inibidas através do recurso à 
utilização de ácido clavulânico ou sulbactam [39].  
Tem-se, ainda, as Carboxipenicilinas e as Ureidopenicilinas. Estas são penicilinas de 
espectro alargado, semelhantes à ampicilina e, tendo como vantagem, uma maior abrangência 
para Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., Serratia sp., Providencia sp., Morganella sp., 
Aeromonas sp., Acinetobacter sp. e anaeróbios, nomeadamente o Bacteroides fragilis. Estes 
fármacos têm uma má penetração no sistema nervoso central e os seus efeitos colaterais são 
acrescidos aos das restantes penicilinas. Como exemplo de carboxipenicilinas tem-se a ticarcilina 
e a piperacilina. Já como exemplo de ureidopenicilinas pode-se constatar a existência da 
azlocilina e da mezlocilina. Apesar da maior cobertura deste tipo de fármacos, o espaço deste é 
um pouco limitado pois tem sido ocupado pelas cefalosporinas de terceira geração, que têm 
maior eficácia e menos efeitos colaterais. Podem ainda ser combinadas com aminoglicosídeos 
no tratamento inicial de infecções graves, nomeadamente, septicemias e endocardites, quando a 
bactéria que a provocou ainda não tenha sido identificada [39, 77].  
 
Cefalosporinas e Cefamicinas 
Um outro grupo é o das Cefalosporinas e Cefamicinas. As segundas, embora não 
pertencentes a este grupo farmacológico, são abordadas como tal pois têm características, 
espectro de acção e aplicação clínica semelhantes. Estes fármacos estão organizados por 
gerações, em que se agregam os que têm espectro antibacteriano e farmacocinética análogos 
entre si. Nesta analogia em termos de geração identifica-se também que, à medida que as 
gerações aumentam, há o aumento da actividade contra os bastonetes gram-negativos e 
respectiva diminuição da acção contra os gram-positivos. Este facto só não é verificado na quarta 
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geração, em que a capacidade de acção contra os gram-positivos se mantém semelhante à da 
primeira geração [39].  
Assim, há três formas de resistência com este tipo de fármacos, nomeadamente, através 
da mudança estrutural das PBP, levando à diminuição da afinidade ao antimicrobiano (como é o 
caso do S. aureus que tem a sua resistência às penicilinas resistentes às beta-lactamases e 
cefalosporinas – MRSA, e de alguns pneumococos resistentes às penicilinas). Uma outra forma 
de resistência é através da diminuição da permeabilidade dos poros da membrana bacteriana ao 
antibiótico, diminuindo desta forma o acesso às PBP e, ainda, através da produção de beta-
lactamases. Esta pode ser através de codificação cromossómica. Este tipo de fármaco tem a 
capacidade de inibir a repressão génica, impelindo a produção de enzimas. Como exemplo de 
fármacos restritos a nível hospitalar, tem-se a existência da cefoxitina e da tienamicina, que são 
os indutores primordiais de beta-lactamases [39].  
No grupo das cefalosporinas, entre os efeitos secundários mais comuns que são 
idênticos a todos os beta-lactâmicos, destaca-se a hipersensibilidade que pode surgir, podendo 
esta surgir de maneira cruzada com outros beta-lactâmicos, como a penicilina [39, 77].  
 As cefalosporinas de primeira geração, como o cefadroxil (administrado por via oral), são 
bastante úteis contra gram-positivos, nomeadamente o S. aureus. Têm ainda abrangência com 
M. catarrhalis, H. ducreyi, N. gonorrhoeae entre outros microrganismos gram-negativos como E. 
coli, Klebsiella sp., e Proteus mirabilis. Como exemplo desta geração tem-se, ainda, a cefalotina 
e a cefazolina [39, 77]. 
 As cefalosporinas de segunda geração têm um espectro idêntico às cefalosporinas de 
primeira geração, tendo uma maior abrangência para bastonetes anaeróbios e aeróbios. Assim, 
está abarcado, por exemplo, Proteus vulgaris e Aeromonas sp.. Devido à existência de 
anaeróbios resistentes, é preferível o recurso à utilização de outro tipo de fármacos para as 
infecções de maior gravidade, como por exemplo, o cloranfenicol, o metronidazol ou a 
clindamicina. Como exemplo de cefalosporinas de segunda geração, existe a cefuroxima e a 
cefoxitina. Esta última primordialmente por via venosa uma vez que tem a capacidade de induzir 
beta-lactamases. Já a cefuroxima, administrada também por injecção, costuma ser um 
profilático na cirurgia (normalmente em conjunto com metronidazole, pois providencia uma 
cobertura contra organismos anaeróbios). A cefuroxima é resistente à inactivação por lactamases 
beta bacterianas e é usada nas infecções graves quando outros fármacos são ineficazes [39, 
77]. Este tipo de fármacos não é, no entanto, muito utilizado uma vez que a sua relação 
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custo/benefício não é compassiva, tornando-se mesmo limitada. Deste modo, há alguns 
fármacos que, em conjunto ou mesmo de forma isolada, conseguem ter o mesmo espectro de 
abrangência, tendo até um menor custo e uma menor indução de beta-lactamases [39]. 
 Já as cefalosporinas de terceira geração, tal como referido, são menos eficazes contra S. 
aureus em relação às cefalosporinas de primeira e segunda geração, sendo mais eficazes em 
bastonetes gram-negativos, nomeadamente Pseudomonas aeruginosa. Já para outros 
microrganismos tem uma abrangência igual à das cefalosporinas de segunda geração. Tem-se 
como exemplo a cefotaxima, a cefodizima e a ceftriaxona. Esta última é a cefalosporina 
primordial para N. gonorrhoeae, N. meningitidis e H. influenzae. Uma vez que têm um espectro 
semelhante, a escolha entre um destes fármacos reside no seu custo, excepção feita nas 
infecções do sistema nervoso central, em que se elege a ceftriaxona, de uma forma geral, pois 
tem uma semi-vida mais longa do que outras cefalosporinas e apenas é necessário ser 
administrada uma vez por dia [39, 77]. Um outro exemplo de cefalosporina de terceira geração é 
a ceftazidima. Este fármaco tem pouca capacidade de indução de beta-lactamases e baixa 
capacidade de acção contra S. aureus. Não obstante, esta é a cefalosporina de eleição para a 
terapêutica clínica de acção contra Pseudomonas aeruginosa e, ainda, de bastonetes gram-
negativos produtores de beta-lactamases. Ainda como exemplo destes fármacos, com meio de 
administração oral, existe a cefixima e a cefpodoxima. Não são eficazes contra S. aureus mas 
são bastante abrangentes com, por exemplo, Streptococcus pneumoniae. Têm um espectro 
semelhante, no entanto, a segunda tem uma meia-vida mais curta [39]. 
 Por fim, as cefalosporinas de quarta geração (cefpirome e cefepime) têm características 
particulares e ainda pouco estudadas em relação às cefalosporinas de gerações anteriores uma 
vez que são as mais recentes. A cefpirome tem uma abrangência superior no que diz respeito a 
S.aureus, H. influenzae e enterobactérias, em relação às cefalosporinas de terceira geração, mas 
uma menor actividade em relação a Pseudomonas aeruginosa no que diz respeito à ceftazidima 
[39]. 
Monobactâmicos 
 Este fármaco (Aztreonam) tem acção unicamente em bastonetes gram-negativos 
aeróbios, nomeadamente Pseudomonas aeruginosa. Este antimicrobiano tem os mecanismos de 
resistência semelhantes aos das cefalosporinas, sendo ainda um fármaco que não induz beta-
lactamases. A sua actividade contra bactérias gram-positivas e contra anaeróbios é 
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extremamente baixa e clinicamente irrelevante. Uma vez que tem um espectro de acção 
semelhante ao dos aminoglicosídeos, a sua aplicação clínica é de certa forma limitada pelo custo 
pois, apesar de uma maior toxicidade, os aminoglicosídeos são fármacos mais baratos [7, 39]. 
Tienamicinas 
 Estes fármacos têm um amplo e eficaz espectro de aplicabilidade. São activos contra 
todos os cocos gram-positivos, à excepção o S. aureus resistente à meticilina e o Enterococcus 
faecium. Possui ainda elevada resistência às beta-lactamases sendo, no entanto, um activo 
indutor de beta-lactamases [39]. 
Glicopéptidos  
 Como exemplo mais conhecido deste tipo de antimicrobiano pode-se destacar a 
vancomicina que actua na síntese da parede celular. É eficaz na acção contra Streptococcus sp., 
S. epidermidis e S. aureus sensível ou resistente à meticilina, Enterococcus faecium, E. faecalis 
resistente à penicilina, e Clostridium difficile. A limitação do uso deste fármaco a aplicações 
clínicas mais restritas inibe a emergência da resistência para com este antimicrobiano. A 
vancomicina é um antibiótico bactericida que não é absorvido por via oral. Actua na inibição da 
formação do peptidoglicano, inibindo assim a síntese da parede celular. É activo contra a maioria 
dos organismos gram-positivos [39, 77]. 
 Com um espectro, aplicabilidade e limitações idênticos ao da vancomicina, existe a 
teicoplanina. Como principais diferenças tem-se a vantagem deste fármaco em relação ao 
primeiro, nomeadamente, o poder ser utilizado em dose unitária diariamente, a menor existência 
de efeitos secundários e, ainda, a capacidade da sua utilização via muscular. É ainda de 
distinguir a sua baixa capacidade de ser opção de utilização no tratamento de infecções no 
sistema nervoso central, devido à sua limitação de penetração na barreira hematoencefálica 
[39].  
 Para que se possa efectuar a escolha entre estes dois fármacos tem de ser ter em 
conta, além dos custos, os aspectos farmacológicos e o antibiograma realizado pois não há uma 
correlação exacta entre os dois fármacos [39, 76]. 
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 Este fármaco injectável tem como forma de interacção a interferência na síntese 
proteica, interagindo com a subunidade 30S ribossomal, sendo o mecanismo de resistência 
primordial a existência de enzimas inactivadoras mediadas por plasmídeos ou por mutações que 
inactivam o fármaco por acetilação, fosforilação ou adenilação, sendo que, de entre os vários 
aminoglicosídeos, a amicacina se demonstra mais resistente. No entanto é ainda de referir a 
alteração na permeabilidade para impedir o acesso do fármaco e as modificações ribossomais 
de forma a que o fármaco não se ligue (como é o caso da estreptomicina). Utilizado contra 
muitas bactérias gram-negativas e algumas gram-positivas, tem um espectro de acção eficaz 
contra S. aureus, Enterococcus sp., E.coli, Klebsiella sp., H. influenzae, Enterobacter sp., 
Serratia sp., Pseudomonas aeruginosa e Proteus sp., não actuando sobre microrganismos 
anaeróbios. Para a prática clínica de cocos gram-positivos, não devem ser utilizados 
isoladamente, uma vez que os fármacos beta-lactâmicos são mais eficazes. É ainda de referir 
que, após exposição de bactérias a este fármaco, estas continuam a morrer ainda durante várias 
horas. Este antimicrobiano tem um custo relativamente baixo e são fármacos eficazes, tendo 
ainda baixa aptidão para despoletar resistência em ambiente hospitalar. Tal facto não é 
verificado nas cefalosporinas [39, 41, 76, 77]. No entanto trata-se de fármacos potencialmente 
tóxicos, levando como efeitos adversos a lesões no nervo craniano VIII (ototoxicidade) e a lesões 
nos rins, assim, pacientes que estejam a recorrer a esta terapia, são monitorizados para que 
haja a determinação dos níveis sanguíneos de aminoglicosídeos. Como exemplo do 
aminoglicosídeo mais importante, destaca-se a gentamicina, sendo o su principal tratamento as 
infecções provocadas por P. aeruginosa. Este fármaco pode ter uma acção antimicrobiana 
sinérgica com a penicilina e a vancomicina, e combinações com um destes agentes são 
utilizadas no tratamento de endocardites estreptocócicas [77]. 
Cloranfenicol 
 Através da ligação ao ribossoma (subunidade 50S), este fármaco actua na síntese 
proteica, sendo abrangido raramente por resistência. Quando existente, a resistência bacteriana 
ao cloranfenicol é através da enzima cloranfenicol-acetil-transferase, perdendo o fármaco a 
afinidade para o seu alvo. O cloranfenicol é administrado por via oral ou por via endovenosa. 
Tem aplicabilidade clínica bactericida contra S. pneumoniae, Haemophilus sp., N. meningitidis e 
todos os anaeróbios, Salmonella sp., micoplasma, e outros microrganismos intracelulares. Não 
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obstante, é um fármaco bacteriostático para S. aureus. É metabolizado principalmente no fígado 
e tem grande capacidade de penetração, incluindo ainda a capacidade de penetrar no cérebro. 
Em pacientes com insuficiência renal ou em recém-nascidos, quando este fármaco é 
administrado em altas dosagens e durante um longo período de tempo, é necessário que se faça 
contagens periódicas das células sanguíneas pois, por exemplo os recém-nascidos, não 
conseguem metabolizar de forma rápida o fármaco, levando à sua acumulação. Esta 
acumulação provoca a Síndrome do “bebé cinzento” em que verifica como características 
sintomáticas a palidez, a distensão abdominal, o vómito e o colapso. Como se pôde 
anteriormente verificar, este fármaco é eficaz contra uma vasta variedade de organismos, no 
entanto, tem graves efeitos secundários (como por exemplo, a anemia aplástica), restringindo o 
seu uso [39, 41, 76, 77]. Esta patologia surge com esta causa com uma incidência de 1 em 
40000, também designada de aplasia da medula óssea, é geralmente fatal [77]. 
Clindamicina 
 Em relação ao mecanismo de acção da clindamicina, este é semelhante ao do 
cloranfenicol, actuando na subunidade 50S ribossomal. O, geralmente, bactericida em questão 
tem propriedades de excelência para microrganismos anaeróbios, actuando ainda em S.aureus 
(há apenas aproximadamente 5% de resistência neste microrganismo) e, sendo assim, o 
espectro de acção do fármaco é substancial nas infecções anaeróbias. A clindamicina facilita a 
opsonização, a fagocitose e a destruição intracelular das bactérias. É ainda de referir que o 
cloranfenicol tem um espectro de actividade mais alargado que a clindamicina [7, 39, 41]. 
Quinolonas 
 O fármaco referido actua na síntese de DNA e a sua resistência é, usualmente, pela 
alteração do local de ligação do fármaco. Esta resistência verifica-se comummente com S. 
aureus resistente à meticilina e com Pseudomonas aeruginosa. O espectro de acção deste 
fármaco é distinguido em S. aureus sensível à meticilina, S. epidermidis, Mycoplasma 
pneumoniae, E. coli, Klebsiela sp., Enterobacter sp., Serratia sp., Salmonella sp., Aeromonas 
sp., Acinetobacter sp., entre outros microrganismos. Estão indicadas para o tratamento de 
doenças sexualmente transmissíveis, infecções peritoneais e das partes moles e ainda de 
terapêuticas em patologias com diarreia e infecções do trato urinário. É ainda de referir que 
microrganismos anaeróbios não são abrangidos neste espectro de acção farmacológica e que o 
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microrganismo Pseudomonas aeruginosa só o é à ciprofloxacina, sendo que a escolha deste 
fármaco só é efectuada se se indiciar a existência de Pseudomonas como agente patogénico 
existente. A ciprofloxacina é um agente antibacteriano de largo espectro que apresenta, tal como 
as outras quinolonas, boas propriedades, nomeadamente: boa penetração nos tecidos e nas 
células, eficácia quando administradas oralmente e relativa baixa toxicidade [39, 77]. 
 Os mecanismos de resistência inerentes consistem nas mutações que alteram as 
enzimas de RNA polimerases e RNA girases, fazendo com que estas não se combinem com os 
fármacos [39]. 
Os efeitos secundários não são frequentes, mas nestes incluem-se as náuseas, vómitos, 
eritemas cutâneos, tonturas, cefaleias e, raramente, lesões nos tendões. Podem ainda ocorrer 
convulsões uma vez que as quinolonas são antagonistas do ácido γ-aminobutírico (comummente 
designado de GABA) [77]. 
Além da ciprofloxacina referida, este grupo de fármacos inclui ainda a norfloxacina, a 
pefloxacina e a ofloxacina em que, à excepção da ciprofloxacina indicada para Pseudomonas 
aeruginosa, todos têm um espectro semelhante. A norfloxacina é concentrada na urina e é um 
fármaco de segunda linha para o tratamento de infecções no tracto urinário [39, 77].  
 Estes fármacos, tal como outros, não deveriam ser utilizados em casos em que 
antimicrobianos de primeira linha são suficientemente eficazes, como é o caso dos 
aminoglicosídeos para infecções urinárias por exemplo [39, 41, 76]. 
Sulfonamidas e Trimetropim 
 A associação destes antimicrobianos está indicada para infecções urinárias e dos seios 
da face. Estes interagem com a síntese de ácido fólico e a resistência bacteriana para com as 
sulfonamidas pode ocorrer por mutação ou por plasmídeos de resistência. Por outro lado, a 
resistência ao trimetropim é devido ao plasmídeo. A associação das sulfonamidas com 
trimetropim, além de bloquear a síntese do ácido fólico, previne a emergência de cadeias de 
resistência [39, 41, 76]. 
 As sulfonamidas podem ser divididas em quatro grupos: as rapidamente absorvidas e 
rapidamente excretadas (como o sulfametizol e o sulfisoxazol); as rapidamente absorvidas e 
lentamente excretadas (como a sulfadimetoxina); as praticamente não absorvidas por via oral 
(como o ftalilsulfatiazol) e as utilizadas para outros fins (como a sulfacetamida) [39]. 
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As sulfonamidas são utilizadas, como referido, em infecções “simples” do tracto 
urinário, no entanto, muitas estirpes de E. coli são-lhe resistente. Sendo assim, estão agora 
disponíveis fármacos muito menos tóxicos. Como efeitos secundários mais comuns tem-se as 
reacções alérgicas e os eritemas cutâneos, acompanhados por vezes de febre. Já reacções de 
carácter mais severo são menos comuns, como é o caso da Síndrome de Stevens-Johnson, uma 
forma de eritema multiforme com elevada taxa de mortalidade [77]. 
 O trimetoprim é bem absorvido por via oral e é eficaz na maior parte dos pacientes com 
infecções “simples” do tracto urinário inferior. É também, por vezes, utilizado em infecções do 
tracto respiratório, embora tenha uma actividade fraca conta Streptococcus pneumoniae e 
Streptococcus pyogenes [77].  
Tetraciclinas 
 Geralmente administrados por via oral, podendo também o ser por via injectável, estes 
antimicrobianos interactuam com a subunidade 30S ribossomal que, consequentemente, vai 
inibir a síntese proteica. Têm um espectro de acção farmacológica abrangente, actuando em 
bactérias gram-positivas aeróbias/anaeróbias e em gram-negativas, desta forma, tem 
aplicabilidade terapêutica em infecções das partes moles e em infecções por clamídia e por 
micoplasma. São, como referido, antibióticos activos por via oral, mas o aumento da resistência 
bacteriana tem reduzido a sua utilidade, havendo agentes antimicrobianos mais adequados para 
a maioria das infecções (exceptuando para infecções provocadas por Chlamydia, rickettsia e 
Borrelia burgdorferi). As bactérias tornam-se resistentes a este tipo de fármacos através da 
aquisição de plasmídeos de resistência e possuem uma bomba que produz um efluxo do 
antibiótico, não permitindo que este se acumule. Como exemplo deste tipo de bacteriostático 
destaca-se as tetraciclinas, as doxiciclinas e as aminociclinas [39, 41, 77]. As tetraciclinas ligam-
se ao Cálcio dos ossos e dos dentes em crescimento, causando a sua descoloração. Assim, a 
utilização destes fármacos deve ser evitada em crianças até aos 8 anos de idade e em mulheres 
grávidas ou em lactação. Pode também ocorrer como efeito adverso, diarreias e náuseas. A 
utilização deste antimicrobiano leva a que outros microrganismos consigam aproveitar a 
diminuição da flora bacteriana, culminando no crescimento exagerado de Candida albicans na 
boca ou no intestino, levando por vezes a candidíases orais [77]. 
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 Disponibilizados para uso clínico mais recentemente, estes ligam-se à subunidade 50S 
ribossomal, inibindo a síntese proteica. São bacteriostáticos com aplicabilidade em infecções 
provocadas por bactérias gram-positivas, sendo ainda de referir o seu interesse terapêutico em 
enterococos resistentes à vancomicina, em MRSA, e em pneumococos resistentes à penicilina. 
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Isolamento das bactérias a estudar 
Preparação dos meios 
 
Preparou-se o meio de enriquecimento TSA (Tryptic Soy Agar) e os restantes meios 
selectivos necessários. Todos os meios de cultura foram elaborados segundo as instruções de 
utilização da ficha informativa que os acompanhava. Uma vez que os meios preparados não iam 
ser imediatamente utilizados, guardou-se no frigorífico a 4°C. 
 
Elaboração dos meios selectivos para cada bactéria a isolar: 
o Pseudomonas Isolation Agar (PIA) – Pseudomonas aeruginosa 
o Eosin Methylene Blue (EMB) – Escherichia coli 
o Salmonella-Shigella agar (SS) e Kligler agar – Salmonella 
o HiCrome Klebsiella Selective agar base (HiC) – Klebsiella pneumoniae 
o Mannitol Salt Agar (MSA) – Staphylococcus aureus 
Para o isolamento dos microrganismos recorreu-se a duas formas distintas:  
-  espalhamento da amostra de água residual de forma normal; 
- filtração da amostra de água residual antes de se proceder ao isolamento das 
bactérias. 
 
Curva de Calibração dos microrganismos de colecção 
 
Para que todos os procedimentos de controlo fossem preparados de forma prévia à 
recepção das amostras das ETAR, procedeu-se à verificação dos meios selectivos através da 
utilização de microrganismos de colecção: 
o S. aureus – ATCC 25923 
o S. enteritidis – NCTC 13349 
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o K. pneumoniae – ATCC 11296 
o P. aeruginosa – ATCC 10145 
o E. coli – ATCC 25922 
Realizaram-se ainda as curvas de calibração (Absorvência Vs. CFU) de cada 
microrganismo de colecção. Assim, 
1. De uma placa de agar TSA, retirou-se uma colónia e colocou-se em cerca de 20 
mL de meio de enriquecimento TSB (Tryptic Soy Broth) num balão Erlenmeyer. Deixou-se 
incubar durante cerca de 18 h, a 37º C e a 120 rpm. 
2. Retirou-se 1.5 mL da suspensão, colocou-se num tubo Eppendorf e centrifugou-
se a 10000 rpm durante 10 min 
3. Decantou-se o sobrenadante e colocou-se 1.5 mL de TSB. Posteriormente 
homogeneizou-se no vortex 
4. Retirou-se 750 μL desta suspensão e descartou-se. De seguida, adicionaram-se 
750 μL de TSB (sendo esta considerada a solução CØ – concentração inicial). 
5. Realizou-se, a partir da solução CØ, dez diluições: ͳ ʹൗ , ͳ Ͷൗ , ͳ ͺൗ , ͳ ͳ͸ൗ , ͳ ͵ʹൗ , 
ͳ ͸Ͷൗ , ͳ ͳʹͺൗ , ͳ ʹͷ͸ൗ  e ͳ ͷͳʹൗ . Para tal, retirou-se, de forma sucessiva, 750 μL da suspensão 
e adicionou-se a tubos Eppendorf com 750 μL de TSB (Figura 21). 
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6. Colocou-se 200 μL de cada diluição numa placa de 96 poços 
 
7. Mediu-se a DO (densidade óptica)) destas dez diluições 
 
8. Realizaram-se diluições decimais de cada ponto, colocando 180 μL de água 
destilada estéril e 20 μL da suspensão anterior 
 
9. Homogeneizaram-se as suspensões por pipetagens sucessivas e colocaram-se, 
em placas de TSA previamente identificadas, gotas de 10 μL de cada suspensão. Este passo foi 
realizado em duplicado, colocando duas gotas de cada suspensão 
 
10. Colocaram-se as placas de TSA a incubar a 37º C cerca de 18 h, dependendo 
das bactérias em questão 
 
11. Após todo este processo, contaram-se as colónias formadas em cada diluição e 
elaborou-se o gráfico DO em função de CFU/mL. 
 
Figura 21. Diluições efectuadas aquando a realização da Curva de Calibração 
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Espalhamento “normal” da amostra [baseado em 78 e 79] 
 
Após a recepção das amostras das ETAR, estas foram transportadas em garrafas 
próprias com a capacidade de 1 L e transportadas num sistema refrigerado. 
O método de espalhamento “normal” foi utilizado para determinar as quantidades de 
microrganismos em estudo de cada amostra das várias ETAR. Assim, após a recolha das 
amostras do efluente final de cada ETAR: 
1. Procedeu-se às seguintes diluições com H2O destilada estéril: 10-1, 10-2, 10-3, 10-4. 
2. Retirou-se 100 μL de cada amostra (incluindo da amostra inicial) e espalhou-se 
em meio de enriquecimento previamente elaborado – TSA, mas também nos meios selectivos 
mencionados 
3. Colocou-se na incubadora a 37 oC, durante 24 h 
4. Após o crescimento das colónias, verificou-se qual a diluição apropriada (30-300 
colónias), contando-se o número de colónias de cada bactéria nos diferentes meios selectivos 
5. Deste modo procedeu-se à recolha dos dados relativos às diferentes quantidades 
de microrganismos que cada ETAR apresentava 
 
Filtração da amostra [baseado em 78 e 79] 
 
A técnica utilizada para isolar e identificar os microrganismos presentes foi a filtração. 
Assim,  
 
1. Homogeneizou-se, por inversão, a amostra de efluente final 
2. Filtrou-se volumes de 50 mL em membranas 0.22 μm e de 0.45 μm num 
sistema de filtração 
3. Retirou-se a membrana com uma pinça estéril 
4. Realizaram-se estes passos em duplicado para que, de cada amostra, se 
conseguisse obter duas membranas de filtração (num total de quatro: duas membranas de 0.22 
μm e duas membranas de 0.45 μm de porosidade) 
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5. Colocou-se uma das membranas, de cada tamanho distinto de porosidade, a 
incubar em agar de enriquecimento, sem formar bolhas, overnight. A segunda membrana, de 
cada tamanho de porosidade, dividiu-se em cinco partes iguais (com o auxílio de uma pinça e 
tesoura estéreis) e colocou-se em cada um dos diferentes meios selectivos, de forma a tornar o 
processo mais célere. Colocou-se, para a generalidade dos microrganismos, a incubar a 37 ºC 
(meio selectivo para crescimento de E. coli foi colocado a 42 – 44 ºC), overnight. 
6. Tiraram-se as membranas e, com uma ansa estéril, repicou-se de forma 
sucessiva nos diferentes meios selectivos, com o objectivo de se obter culturas puras dos vários 
microrganismos 
 
Criopreservação [baseado em 80] 
 
A criopreservação foi utilizada com dois intuitos: numa fase inicial, foi efectuada uma 
recolha das filtrações membranares colocadas em TSA para que, caso algum passo fosse dado 
incorrectamente, se conseguisse obter novamente a filtração da amostra inicial. Por outro lado, 
foi também este o processo utilizado para, após o isolamento dos diferentes microrganismos, se 
conseguir fazer a sua recolha e prolongamento temporal. Assim, e para as diferentes ETAR 
analisadas, 
1. Fez-se a repicagem das colónias com uma ansa estéril 
2. Colocou-se num criovial previamente autoclavado contendo TSB com 15 a 18% 
de glicerol 
3. Criopreservou-se a -80º C. 
 
Formação de Biofilme 
 
Preparação do inóculo 
 
1. De uma placa de TSA, retirou-se uma colónia e colocou-se em cerca de 20 mL 
de TSB num frasco Erlenmeyer. Incubou-se, de seguida, a 37º C durante cerca de 18h e com 
uma agitação de 120 rpm 
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2. Retirou-se 1.5 mL da suspensão para um tubo Eppendorf e centrifugou-se a 
9000 rpm durante 6 min 
3. Retirou-se o sobrenadante e colocou-se, com o pellet, 1.5 mL de TSB. 
Homogeneizou-se no vortex 
4. Mediu-se a absorvência e, através da curva de calibração, ajustou-se para uma 
concentração de 1 x 107 células/mL 
5. Colocou-se, numa placa de 96 poços, 100 μL da suspensão e 100 μL de TSB, 
preenchendo, em placas distintas, para as diferentes técnicas, diferentes números de poços: 
o Técnica do Cristal de Violeta – 6 poços 
o Técnica dos CFU – 4 poços 
6. Levou-se a incubar durante 24 h a 37º C e com uma agitação de 120 rpm 
 
Quantificação da Biomassa formada (Método do Cristal de Violeta) 
 
Após as 24 h de formação de biofilme, a massa total do biofilme foi quantificada através 
do método do Cristal de Violeta. 
1. Retirou-se a suspensão bacteriana da placa de 96 poços, desprezando-a 
2. Lavou-se duas vezes a placa de 96 poços com água destilada e esterilizada 
3. Colocou-se 200 μL de metanol em cada poço, durante 15 min 
4. Descartou-se o metanol e deixou-se secar 
5. Colocaram-se 200 μL de cristal de violeta durante 5 min. 
6. Lavou-se com água e deixou-se secar 
7. Colocaram-se 200 μL de ácido acético a 33 % em cada poço e mediu-se a 
absorvência a 570 nm 
 
Quantificação celular do biofilme (Método da quantificação dos CFU) 
 
A concentração de bactérias dos biofilmes formados por 24 h foi determinada pela 
quantificação das unidades formadoras de colónias (CFU). 
1. Retirou-se a suspensão bacteriana da placa de 96 poços, desprezando-a 
2. Lavou-se duas vezes com água destilada e esterilizada, desprezando sempre a 
água 
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3. Após as lavagens, colocaram-se 200 μL de água destilada estéril em cada poço 
4. Procedeu-se ao desprendimento da biomassa através de sonicação durante 6 
min recorrendo a um banho de ultrasons 
5. Retirou-se do banho e colocou-se o conteúdo de cada dois poços num tubo 
Eppendorf, ficando-se assim com dois tubos Eppendorf de 400 μL de cada solução  
6. Realizou-se diluições decimais, até à diluição 10-8, de cada tubo Eppendorf 
7. Plaqueou-se em TSA as diluições da 10-3 à 10-8 provenientes de cada tubo 
Eppendorf, colocando 3 gotas de 10 μL de cada diluição 
8. Levou-se a incubar entre 18 a 24 h, dependendo da bactéria em causa 
9. Após o tempo de incubação correcto, contou-se o número de colónias formadas 
para cada diluição 
10. Após contagem e tratamento dos dados, elaborou-se o gráfico relativo à 
quantificação celular do biofilme, expresso em Log CFU/cm2 
  
Testes de susceptibilidade aos antibióticos 
 
Os antimicrobianos utilizados e respectivas concentrações usados nos testes de 
susceptibilidade foram seleccionados após pesquisa das normas Eucast (Tabela 8). Decidiu-se, 
ainda, testar uma concentração superior e uma inferior às concentrações encontradas na 
literatura, de forma a alargar-se a gama de concentrações a testar para os cinco microrganismos 
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Tabela 8. Concentração das soluções de antibiótico para cada microrganismo (adaptado de [81) 
Os valores expressos encontram-se em mg/L. AMP, ampicilina; PIP, piperacilina; VAN, vancomicina; CEF, cefotaxima; 
CIP, ciprofloxacina; AMK, amicacina; GENT, gentamicina; IMIP, imipenem; TETRA, tetraciclina; CHF, cloranfenicol; RIF, 




As concentrações de cada antibiótico testadas foram, então, as seguintes: 
o AMP – 4.0; 8.0; 16.0; 32.0 mg/L 
o PIP - 4.0; 8.0; 16.0; 32.0 mg/L 
o VAN – 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 mg/L 
o CEF - 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 mg/L 
o CIP – 0.1; 0.5; 1.0; 2.0 mg/L 
o AMK - 4.0; 8.0; 16.0; 32.0 mg/L 
o GENT - 0.5; 1.0; 2.0; 4.0; 8.0 mg/L 
o IMIP - 1.0; 2.0; 4.0; 8.0; 16.0 mg/L 
o TETRA - 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 mg/L 
o CHF - 4.0; 8.0; 16.0 mg/L 
o RIF – 0.05; 0.1; 0.5; 1.0 mg/L 
S. aureus P. aeruginosa Enterobacteriaceae 
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Prepararam-se soluções stock de todos os antibióticos de concentração cinco vezes 
maior do que a concentração mais elevada a testar, ou seja, de 160 mg/L. As soluções stock 
preparadas com os solventes e os diluentes apropriados foram acondicionadas nas suas 
condições óptimas de armazenamento [83]. 
 
Preparação do meio Mueller-Hinton agar (MHA)  
 
O meio de cultura MHA foi preparado conforme o descrito na ficha de procedimentos 
que acompanha o meio. Não obstante, foram tidas em conta algumas informações não 
constantes nesta ficha de procedimentos. As placas não deviam ter mais do que 4 mm deste 
agar (o que corresponde a, aproximadamente, 25 mL nas placas de 100 mm e 60 mL nas 
placas de 150 mm), pois isso poderia criar a existência de falsos-resistentes. Por outro lado, as 
placas não deveriam ser demasiado rasas, pois assim o antimicrobiano ir-se-ia difundir mais do 
que o que devia, criando falsos-susceptíveis. 
Teve-se, ainda, em conta que o pH do MHA tem de estar entre 7.2 e 7.4 após 
solidificação e deverá ser medido quando o meio é preparado pela primeira vez. Se o pH for 
menor do que 7.2 alguns fármacos perderão a sua potência (como os aminoglicosídeos, as 
quinolonas e os macrolídeos), sendo que outros incrementarão a sua actividade (tetraciclina). Se 
o pH for maior do que 7.4, poderá ocorrer o oposto [50, 55]. 
 
Utilização do Padrão McFarland 
 
Na utilização da escala de McFarland era necessário um padrão de 0.5. Este valor é o 
equivalente a uma suspensão que contenha entre 1x108 e 2x108 CFU/mL. Assim, este método 
não foi utilizado e, em detrimento disso, recorreu-se à curva de calibração, procurando sempre 
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Preparação do inóculo (baseado em [50, 55]) 
 
Os microrganismos a testar deviam estar na fase exponencial do seu crescimento 
bacteriano. Para tal, prepararam-se os inóculos no dia anterior ao procedimento experimental. 
1. De uma placa de meio sólido com o microrganismo a testar, retirou-se uma 
colónia e colocou-se em cerca de 20 mL de TSB num frasco Erlenmeyer. Incubou-se, de 
seguida, a 37 ºC durante cerca de 18h e com uma agitação de 120 rpm 
2. Retirou-se 1.5 mL da suspensão para um tubo Eppendorf e centrifugou-se a 
9000 rpm durante 6 min 
3. Retirou-se o sobrenadante e colocou-se com o pellet 1.5 mL de TSB. 
Homogeneizou-se no vortex 
4. Mediu-se a absorvência e, através da curva de calibração, ajustou-se para uma 
concentração de 1 x 108 células/mL 
 
Inoculação nas placas com Mueller-Hinton agar (baseado em [50, 55]) 
 
1. Colocou-se uma zaragatoa estéril no tubo Falcon onde se encontrava o inóculo 
2. Rodou-se a zaragatoa na parede do tubo (acima do nível do líquido) de maneira 
a remover-se o excesso de fluido 
3. Inoculou-se a superfície da placa de MHA, passando com o cotonete 3 vezes 
pela superfície, girando cerca de 600 de cada vez para garantir uma distribuição uniforme do 
inóculo 
 
Colocação dos discos com antimicrobiano (baseado em [50, 55]) 
 
Após preparação das soluções de antibiótico necessárias com os respectivos diluentes e 
solventes apropriados, seguiu-se com o procedimento. 
1. Com o auxílio de uma pinça estéril, retirou-se os discos de papel da embalagem 
e impregnaram-se nas soluções realizadas 
2. Colocou-se os discos nas placas  
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Sempre que se colocou um novo disco, fechou-se a tampa para minimizar a exposição 
da superfície. Teve-se, ainda, em atenção que, uma vez colocado um disco, não se podia 
remover ou mudar o local pois após o primeiro contacto com a superfície do agar alguns 
fármacos começam-se logo a difundir. 
3. Uma vez colocados todos os discos, inverteram-se as placas e colocaram-se 
numa incubadora a 35 oC ± 2 °C durante 16 a 18 h. 
Para avaliar a susceptibilidade à vancomicina por parte de Staphylococcus aumentou-se 
o tempo de incubação para cerca de 24h.  
o Nota: Prestou-se especial atenção ao facto de que os discos não deverão ter uma 
distância entre centros de menos de 24 mm, o que corresponde a colocar no máximo 
12 discos numa placa de Petri de 150 mm e no máximo 5 discos numa placa de Petri 
de 100 mm (Figura 22). É de realçar, ainda, que a colocação dos discos não pode ser 
feita perto do limite da placa pois dificultará a medição das eventuais zonas de inibição. 
 
Figura 22. Possível distribuição dos discos de antibiótico numa placa de Petri (baseado em [50]) 
 
Medição das zonas de inibição (baseado em [50, 55]) 
 
Caso a placa tenha sido devidamente inoculada e se tenha procedido dentro das 
condições apropriadas ao teste, a zona de inibição deverá ser uniformemente circular e terá uma 
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camada confluente de crescimento. Na etapa da medição das zonas de inibição foi necessário 
ter em atenção os seguintes pressupostos: 
o Colocar a placa na vertical para evitar erros de paralaxe 
o A medição é efectuada pela parte de trás da placa de Petri 





Figura 23. Placa de Petri com dois discos impregnados em antibiótico, um com halo de inibição e outro sem halo formado 
(baseado em [50]) 
 
o Ao medir, arredondar sempre ao milímetro seguinte 
o Se não for possível medir a zona por completo, medir desde o centro do disco até ao 
rebordo da zona (raio do halo de inibição) e multiplicar por 2 para determinar o 
diâmetro 
o Caso surjam colónias dentro de uma zona de inibição ou se considera um 
microrganismo que sofreu mutação e que é mais resistente ao fármaco testado, ou 
então a cultura não é pura, podendo ser um microrganismo diferente. Se se repetir o 
teste e acontecer o mesmo, considera-se o microrganismo resistente ao fármaco 
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Para a formação de biofilme, foi necessário proceder à realização de curvas de 
calibração para cada microrganismo a testar. Assim foram elaborados os gráficos presentes nas 
Figuras 25 a 29 em que constam as curvas de calibração das bactérias de colecção. 
Para S. enteritidis em que foi utilizada a NCTC 13349, obteve-se o gráfico presente na 
Figura 24. 
 
Figura 24. Curva de Calibração de S. enteritidis NCTC 13349 
 
Já para E.coli em que se utilizou a ATCC 25922, delineou-se o gráfico da Figura 25. 
 
Figura 25. Curva de Calibração de E. coli ATCC 25922 
CFU/mL = 5E+09 D.O. + 1E+09 













D.O. (570 nm) 
CFU/mL = 3E+09 D.O. + 7E+06 















D.O. (570 nm) 
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Para P. aeruginosa, em que se recorreu à ATCC 10145, obteve-se o gráfico que consta 
na Figura 26. 
 
Figura 26. Curva de Calibração de P. aeruginosa ATCC 10145 
 
Por sua vez, para K. pneumoniae de ATCC 11296, o gráfico correspondente à sua curva 
de calibração é o visualizado na Figura 27. 
 




y = 7E+09x - 7E+07 
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Por último, para S. aureus de ATCC 25923, tem o gráfico da Figura 28. 
 
Figura 28. Curva de Calibração de S. aureus ATCC 25923 
  
y = 1E+09x + 1E+08 














D.O. (570 nm) 
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 Considerando 0.6 mm o diâmetro do disco estéril onde foi impregnado antibiótico, 
elaborou-se a Tabela 9, em que: 
o ( - ) significa que não foi testado e adequa-se nos casos em que o antibiótico ou se sabia 
de antemão que não surtia efeito ou apenas o fazia se em conjunto com outro 
antimicrobiano não seleccionado. Também foi colocada esta simbologia quando para 
concentrações inferiores de antibiótico o microrganismo já se tinha mostrado sensível. 
o (X) significa que, para a concentração de antimicrobiano em causa, o microrganismo foi 
resistente. 
 
É de realçar que, em alguns casos, as concentrações pré-definidas inicialmente se 
revelaram ineficazes. Nesses casos, aumentou-se a concentração, no máximo, duas vezes em 
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Tabela 9. Medição (em cm) dos halos formados. Concentrações de antibióticos expressas em mg/L. F - ETAR F. T - ETAR T. C – ETAR C. V – ETAR V 
Bactéria ETAR Vancomicina Ampicilina Ciprofloxacina 
16 8 4 2 1 0.5 128 64 32 16 8 4 8 4 2 1 0.5 0.1 
S. aureus 
F - - 0.91 0.83 0.60 x - - 1.45 0.83 x x - - 1.63 1.20 0.85 0.60 
T - - 0.80 0.65 x X - - 2.40 2.18 1.88 1.53 X X X X X X 
C - - 0.98 0.68 x x - - 2.68 2.40 2.18 1.70 X X X X X X 
V 0.83 0.70 x x x x - - 1.85 1.45 1.25 0.93 x x X x x X 
K. pneumoniae 
F - - - - - - 0.70 0.70 0.60 0.60 0.60 0.60 - - 1.93 1.03 0.80 0.60 
T - - - - - - x 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 - - 1.75 1.45 1.20 0.85 
C - - - - - - 0.60 0.60 0.60 0.60 x x - - 1.75 1.38 1.23 0.93 
V - - - - - - 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 - - 1.28 0.93 0.60 X 
E. coli 
F - - - - - - - - 0.80 0.60 x X x x x x x X 
T - - - - - - - - 1.20 0.85 x x - - 1.90 1.45 1.25 0.80 
C - - - - - - 1.00 0.6 0.6 0.6 0.6 x - - 1.65 1.38 1.08 0.68 
V - - - - - - x x x x x x 1.40 0.60 x x x X 
P. aeruginosa 
F - - - - - - - - - - - - - - 1.85 1.38 1.15 0.60 
T - - - - - - - - - - - - - - 1.65 1.25 1.05 0.60 
C - - - - - - - - - - - - - - 1.80 1.40 1.10 0.65 
V - - - - - - - - - - - - - - 1.95 1.35 0.80 X 
S. enteritidis 
F - - - - - - - - 1.43 0.78 0.60 X - - 1.88 1.13 0.93 0.60 
T - - - - - - 0.70 0.70 0.70 0.60 0.65 0.65 - - 1.93 1.33 0.98 X 
C - - - - - - - - 1.40 0.93 0.90 X - - 1.73 1.20 0.93 X 
V - - - - - - 1.28 1.00 x x x x - - 1.3 0.98 x x 
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Tabela 9. Medição dos halos formados (Continuação) 
 
Bactéria ETAR Amikacina Cefotaxima Gentamicina 
128 64 32 16 8 4 16 8 4 2 1 0.5 32 16 8 4 2 1 0.5 
S. aureus 
F - - 1.35 1.15 0.85 0.70 - - - - - - - - 1.43 1.03 0.60 x X 
T - - 1.30 0.98 0.80 X - - - - - - - - 1.23 0.93 0.70 x X 
C - - 1.60 1.40 1.10 0.90 - - - - - - - - 1.30 1.00 0.70 x X 
V - - 1.00 0.75 0.60 0.60 - - - - - - - - 0.93 0.85 0.60 x x 
K. pneumoniae 
F - - 0.85 0.63 x X - - 2.30 1.90 1.45 1.10 1.25 0.90 0.73 0.60 0.60 0.60 0.60 
T - - 0.88 x x X - - 1.95 1.65 1.20 0.85 1.00 0.65 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60 
C - - 0.80 x x X - - 2.08 1.75 1.25 0.80 1.05 x 0.60 x x x X 
V 1.33 0.98 0.60 0.60 0.60 0.60 - - 1.88 1.48 1.13 x 1.08 0.73 0.60 0.60 x x x 
E. coli 
F - - 0.75 0.60 x X - - 2.05 1.80 1.05 0.75 1.05 0.70 x x x x X 
T - - 0.90 0.60 x X - - 2.08 1.90 1.35 0.95 1.00 0.65 x x x x X 
C - - 0.88 0.70 x X - - 1.80 1.33 x X x x 0.60 0.60 x x X 
V 1.10 0.93 x x x X x x x x x X 0.93 0.70 x x x x x 
P. aeruginosa 
F - - 0.85 x x X - - - - - - 1.35 0.90 x x x x X 
T - - 0.75 x x X - - - - - - 1.10 0.75 0.60 x x x X 
C - - 1.05 0.60 x X - - - - - - - - 0.80 x x x X 
V 1.30 0.90 x x x X - - - - - - 1.08 0.78 x x x x x 
S. enteritidis 
F - - 1.20 0.95 x X - - 2.53 2.20 1.73 1.05 - - 0.98 0.60 x x X 
T - - 1.00 0.60 x X - - 2.55 2.10 1.65 1.45 1.00 0.80 0.60 0.60 0.6 0.6 0.6 
C - - 1.15 0.80 x X - - 2.40 2.20 1.95 1.50 1.40 1.20 0.70 0.60 x x X 
V 1.15 1.10 x x x x - - 1.28 0.95 x X 0.90 0.75 x x x x x 
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Tabela 9. Medição dos halos formados (Continuação) 
Bactéria ETAR Piperacilina Cloranfenicol Rifampicina 
128 64 32 16 8 4 64 32 16 8 4 1 0.5 0.1 0.05 
S. aureus 
F - - 1.45 1.05 0.90 X - - 1.40 0.95 x 3.10 2.90 2.60 2.30 
T - - 1.4 1.00 0.80 X - - 1.00 0.80 0.75 3.30 3.05 2.80 2.65 
C - - 1.30 1.03 0.68 X - - 1.28 0.78 X 3.55 3.23 3.00 2.80 
V - - 1.00 0.70 x X 1.33 0.90 x x x 1.35 0.75 x x 
K. pneumoniae 
F 1.40 0.85 0.60 0.60 0.60 0.60 - - 1.40 0.80 x - - - - 
T 0.85 x x x x X - - 1.60 1.10 0.70 - - - - 
C 1.40 0.90 x x x X - - 1.10 x X - - - - 
V 0.85 0.65 0.65 0.60 0.60 0.60 - - 0.70 0.65 0.65 - - - - 
E. coli 
F - - 1.15 0.88 X X - - 0.90 0.80 X - - - - 
T - - 1.20 1.10 X X - - 1.13 0.93 x - - - - 
C - - 0.90 0.68 X X - - 0.98 0.88 X - - - - 
V 0.80 x x x x x 0.85 x x x X - - - - 
P. aeruginosa 
F - - 1.10 0.78 X X - - - - - - - - - 
T - - 1.35 0.93 X X - - - - - - - - - 
C - - 1.73 1.18 0.70 X - - - - - - - - - 
V - - 1.05 0.93 x x - - - - - - - - - 
S. enteritidis 
F - - 1.68 1.30 0.98 0.70 - - 0.95 0.80 0.60 - - - - 
T 1.45 1.05 0.5 0.60 X X - - 1.23 0.88 X - - - - 
C - - 1.33 0.93 0.68 X - - 0.95 x x - - - - 
V - - 0.95 0.8 x x 1.13 0.83 x x X - - - - 
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Tabela 9. Medição dos halos formados (Continuação) 
Bactéria ETAR Tetraciclina Imipenem 
4 2 1 0.5 64 32 16 8 4 2 1 
S. aureus 
F 1.90 1.55 1.85 0.90 - - - - - - - 
T 0.7 x x X - - - - - - - 
C 3.025 2.70 2.35 1.90 - - - - - - - 
V 0.95 x x X - - - - - - - 
K. pneumoniae 
F - - - - - - 2.20 1.95 1.80 1.58 1.18 
T - - - - - - 2.25 1.95 1.83 1.38 1.08 
C - - - - - - 2.30 2.05 1.85 1.58 1.25 
V - - - - - - 1.95 1.58 1.20 0.93 0.60 
E. coli 
F - - - - - - 2.30 2.08 1.80 1.73 1.40 
T - - - - - - 2.55 2.10 2.05 1.83 1.40 
C - - - - - - 2.38 2.08 1.85 1.70 1.43 
V - - - - - - 1.25 1.00 0.83 x x 
P. aeruginosa 
F - - - - - - 2.20 1.90 1.70 1.33 1.08 
T - - - - - - 2.35 2.00 1.93 1.63 1.13 
C - - - - - - 1.58 1.23 0.8 x X 
V - - - - 1.00 0.85 x x x x X 
S. enteritidis 
F - - - - - - 2.10 1.88 1.60 1.45 1.05 
T - - - - - - 2.30 2.00 1.90 1.80 1.15 
C - - - - - - 2.05 1.73 1.50 1.43 0.78 
V - - - - - - 1.70 1.33 1.00 0.70 x 
 
